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OZET

Prostat kanseri erkeklerde oliime sebebiyet veren kanserler
arasinda akciger kanserinden sonra ikinci siray1 almaktadir. Bir tiimér
stipressor olarak klonlanan, {irlinti tirozin ve lipid fosfataz aktivitesine
sahip PTEN geninde meydana gelen mutasyonlarin glioblastoma,

endometrium, mesane ve prostat kanseri gibi birgok kanserin gelisiminde
etken oldugu belirtilmektedir.

Bu calismada prostat kanseri tanisi konmus 43 BPH, 15 organa
smirl1 ve 18 ileri evre prostat kanseri olmak {izere toplam 76 hastanin
timo6r materyallerindeki PTEN ekspresyon miktarinin belirlenmesi igin
Western-Blot teknigi uygulanmigtir. Kontrol 6rnekleri ise organa sinirli
prostat kanseri olgularindan radikal prostatektomi ile patolojik bulgusu
olmayan bolgeden temin edilmistir. Western-Blot teknigi sonrasinda
PTEN ekspresyon diizeyi dansitometrik analizler ile tespit edilmistir.
BPH ve organa siirli prostat kanseri olgular arasinda istatiksel olarak
anlaml1 bir sonug bulunamazken, ileri evre prostat kanseri olgularinda
PTEN ekspresyon miktarinin oldukga azaldig1 saptanmistir.

Sonu¢ olarak, Western-Blot teknigi kullanilarak PTEN
ekspresyonunun  belirlenmesinin prostat kanseri progresyonunun
saptanmasinda ve ileri evre prostat kanseri tedavisinde kullanilabilecek

yeni ydntemlerin gelistirilmesine yardimes olabilecegi diistincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler : PTEN, BPH, Prostat Kanseri, Western-Blot
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ABSTRACT

Prostate cancer is the second leading cause of death in men from -
cancer following lung carcinoma. PTEN has been cloned as a tumor
suppressor gene and displays tyrosine and lipid phosphatase activity.
Deletion of the gene encoding PTEN has been implicated in the
development of various human tumors such as glioblastoma,
endometrium, bladder and prostate cancer.

In this study Western-Blotting was performed to detect PTEN
expression levels of patients with BPH, organ confined prostate cancer
(OCPCa) and advanced prostate cancer (APCa), and to control samples
obtained from OCPCa patients by radical prostatectomy from regions
with no pathological finding. Total proteins were extracted from prostate
samples of 76 patients obtained through TURP or radical prostatectomy.
After Western-Blotting densitometric analysis were performed to
determine PTEN expression levels. Densitometric analysis of Western
Blotting results exhibited no statistically important divergence between
BPH and OCPCa patients in terms of PTEN expression but only APCa
patients displayed such a disparity.

As a result determining PTEN expression levels by Western-Blot
might be useful to determine prostate cancer progression and may give
physicians better opportunity to choose and employ various new
treatment modalities before the advanced form of prostate carcinoma
develops.

Key Words : PTEN, BPH, Prostate Cancer, Western-Blot
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GIRIS VE AMAC

Bilindigi gibi kanser, genetik ve cevresel faktdrlerin beraber rol
oynadigi multigenik bir hastaliktir. Giiniimiizde kanser cesitleri arasinda
prostat kanseri ozellikle 50 yas tizerindeki erkeklerde % 32 siklikla
goriilmektedir. Prostat kanseri erkeklerde 6liime sebebiyet veren
kanserler arasinda ise ikinci siray1 almaktadir. Prostat kanserlerinde tam
amagl kullamlan markirlarin baginda PSA (prostate specific antigen)
gelmesine ragmen, her zaman tanida yeterli olmamaktadir. Bu nedenle,
tamt glivenirliliginin gelistirilmesi igin, yeni biyomarkirlara ihtiyag
duyulmaktadir.

Etiyolojisi tam olarak ortaya konamayan prostat kanserinde
muhtemelen iyi huylu epitel hiicre kokenli tiimorlerin, ¢ok basamakl bir
slire¢ sonucunda, adenokarsinomaya transformasyonu stz konusudur.
Prostat kanseri dahil kanser hiicrelerinde bir veya birgok protoonkogenin
ekspresyonunun artig1 ya da tiimor stipressér genlerin ekspresyonunun
azahg: hiicre i¢i kontrol mekanizmalarinin dengesini bozmaktadir. Bu
genlerin {irlinleri hiicre proliferasyonunda, DNA tamir mekanizmalarinin
diizenlenmesinde ve apoptoziste rol oynayan molekiillerdir. Bunun
yamsira hiicre bdliinmesini baskilayan tiimér siipressor genlerin her iki
allelinde de fonksiyon kaybi kontrolsiiz hiicre béliinmesine ve timor
gelisimine neden olmaktadr.

Dort yil 6nce lokalizasyonu 10q23.3 olarak belirlenen PTEN
(Phosphatase and Tensin Homolog deleted on Chromosome Ten) geni
yeni bir timor baskilayict gen olarak klonlanmigtir. PTEN g¢esitli
biiylime faktdrlerinin etkileriyle PI3-K (phosphatidylinositol-3-kinase)
fosfatidil  inozitol 4,5-bifosfatlardan, fosfatidil inozitol 3,4,5-
trifosfatlarin olusumunu ve birikimini saglar. 3,4,5-trifosfatlar, PDK-1
(3Phosphoinositide dependent protein kinase-1)' i a eder. Fosforile edilen



PDK-1 ise bir serin-treonin kinaz olan protein kinaz B (AKT)' yi aktif
hale gecirir. Aktive olan AKT hem hiicre biiylimesini ve bdoliinmesini
stimiile eder hem de apoptozisi inhibe eder. AKT nin agiry ekspresyonu
ise hiicrenin transforme olmasma neden olur. Bu mekanizma igerisinde
PTEN gen tiriinii bir fosfataz olarak rol alir ve fosfatidil inozitol 3,4,5-
trifosfatlar1 pargalayarak PI3-kinaza zit c¢alisir. Sonug¢ olarak AKT
aktivasyonunu engelleyerek apoptozisin olugmasini saglar.

Prostat kanseri tamis1 i¢in, serum PSA diizeyi ve Gleason skoru
gibi bilinen markirlarin yetersiz olmasindan dolay: ilave markirlara
ihtiya¢g vardir. Normal prostat hiicrelerinde kansere sebebiyet veren
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, prostat kanserinin daha iyi
degerlendirilmesini saglayacaktir. Prostat kanserine tani konulmasinda
yeni prognostik markirlarin rollerini belirlemek ve kontrollerle
kiyaslamak Onemli olacaktir. Caligjmamizda radikal prostatektomi ve
biyopsi 6rneklerinde Western-Blot metodu ile PTEN ekspresyon seviyesi
ve kanserin seyri ile olan iligkisi arastiriimaktadir. Proje kapsaminda
Western-Blot metodu ile PTEN ekspresyon derecesinin belirlenmesi,
prostat kanserinin molekiiler patogenezinin tanimlanmasi, klinisyene
kanserin seyri ve uygulanacak tedavinin belirlenmesinde yol gosterici
olup olmayacaginin aragtirilmasi amaglanmustir.



GENEL BILGILER

2.1. Kanser

(ok hiicreli biitiin hayvanlarda oldugu gibi, insan viicudu da gesitli
hiicrelerin olusturdugu bir ekosistem olarak goériilmektedir. Bu hiicreler
boliinerek ¢ogalir ve belirli igbirligi igerisine girerek dokular1 meydana
getirir. Hiicrelerden herhangi birisinde, digerlerinin aleyhine sebep
olacak bir mutasyon, tiim isbirliginin gelecegini tehlikeye sokar. Bu
sekildeki bir mutasyon sonucunda, somatik hiicre populasyonu igerisinde
baglayan rekabet felaket igin baslangi¢ olur. Sonug¢ olarak, bir hiicrede
baglayan ve komsu hiicreleri harcama pahasina bencilce gelisen ve
sonunda tiim hiicresel birligi hasara ugratarak bazen Sliime sebebiyet
veren hastalik, kanser olarak tanimlanmaktadir (1-3).

Bir organizmadaki her bir hiicrenin proliferasyonu, farklilasmasi,
hayatta kalmasi ve bunun gibi diger normal islevleri miikemmel bir
sekilde diizenlenmektedir. Bu diizen, kendi normal biiyiime ve bdliinme
mekanizmas! bozulmus, kontrolsliz bir sekilde boliiniip gogalan, yeni
karakterlere sahip olmus kanser hiicrelerinde kaybolmaktadir (2).

2.1.1. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Insan viicudunu olusturan milyarlarca hiicrenin her biri, ne zaman
¢ogalacagini ve nasil geligecegini bildiren karmagik bir genetik program
tagimakta ve bunu okuyabilmektedir. Bu programi okuma fonksiyonu
bozuldugu zaman bir ¢ok hastalik ortaya gikmaktadir. Buradan hareketle

kanser  hiicrelerinin  bazi  genel  Ozellikleri su  sekilde
tanimlanabilmektedir;

; RSFM’«WW‘B :: ‘ P gﬁ\““\r pl =
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a) Kanser hiicresi, kendi normal biiyiime ve béliinmesini diizenleme
mekanizmasi bozulmus bir hiicredir.

b) Kanser hiicreleri hizla c¢ogalan fakat farklilagmalarim
tamamlayamamig  hiicrelerdir.  Transforme hiicre olarak
isimlendirilen bu hiicrelerden olusmus bir hiicre populasyonu,
genellikle genlerinde degisimler olan bir tek hiicrenin boliiniip
¢ogalmas: sonucunda meydana gelmektedir. Bu nedenledir ki,
kanser her zaman i¢in transforme bir hiicre ile baglamaktadur.

c) Normal hiicrelerin plazma zari yiizeyinde bulunan glikoproteinler,
glikolipidler ve polisakkaritler hiicreye biyokimyasal bir kimlik
kazandirmakta ve genetik kontrol altinda bulunmaktadirlar. Bu
molekiillerin bir gorevi de, hiicre reseptorii olarak is gérmek ve
kontak inhibisyonu saglamaktir. Kanser hiicresinde, yeni ylizey
karakterleri kazanip kontak inhibisyonun ortadan kalkmasi ile
stirekli olarak gogalmaktadir.

2.1.2. Kanser Tipleri

Kanser, organizma igerisindeki herhangi bir hiicrenin anormal
proliferasyonu sonucu olusmakta ve bu durum yiizden fazla farkli kanser
¢esidinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Kanserin patolojisinde en 6nemli nokta benign ve malign tiimérler
arasindaki farktir. Tiimor, ister benign olsun ister malign olsun hiicrenin
anormal proliferasyonu sonucu olugmaktadir. Benign tiimorler, orijinal
lokalizyonlar1 ile smurli kalan, gevresindeki normal dokulara ya da
viicudun diger bolgelerine yayilmayan tiimérlerdir (2). Malign timor ise
¢evre dokulara ya da dolagim ve lenf kanallar1 aracihig ile viicudun diger
bolgelerine  yayilabilen (metastaz) tiimorlerdir. Kanser olarak
adlandirilmalarinin nedeni de budur.



Benign ve malign tiimoérler koken aldiklari hiicrenin tipine bagh
olarak karsinoma, sarkoma, 16semi ve lenfoma olarak dort grup altinda
toplanmaktadir. Insan kanserlerinin % 90’ a yakin bir kismini olusturan
karsinoma epitel kokenli iken sarkoma, bag doku ve destek doku kokenli
solid tiimorlerdir. Losemi ve lenfomalar ise immiin sistem hiicreleri ve
kan yapim hiicreleri kokenlidir. |

Giinlimiizde bir¢ok kanser g¢esidi bulunmakta ve bazi kanser
cesitlerinin siklifi oldukga yiiksek gézlenmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’ nde her yil yaklagik bir milyondan fazla hastaya kanser tanisi
konmakta ve bu olgularin yaklagik 500,000’ i 6lmektedir. Tablo-1’ de
goriilen 13 farkhh dokuda meydana gelen kanserler, tiim kanserlerin
yaklagik % 85’ini olusturmakta ve prostat kanseri % 23 ile en sik
gozlenen kanser olarak dikkat gekmektedir.

Tablo 2.1. Amerika Birlegik Devletleri’ nde en sik goriilen kanserler (2).

Deri '(melanoma)
Dalak

50.000 (% 3.7)
38.000 (% 2.8)
31.000 (% 2.3)

Kanser Boigesi Yillik Olgu Sayisi Yiltik Oliim Oram
Prostat 317.000 (% 23) 41.000 (% 7.4)
Meme 186.000 (% 14) 45.000 (% 8.1)
Akciger 177.000 (% 13) 159.000 (% 29 )
Kolon / Rektum 134.000 (% 10) 55.000 (% 9.9)
Lenfoma 60.000 (% 4.4) 25.000 (% 4.5)
Mesane 53.000 (% 3.9) 12.000 (% 2.2)
Uterus

11.000 (% 2.0)
7.000 (% 1.3)
12.000 (% 2.2)

Oral 29.000 (% 2.1) 8.000 (% 1.4)
L&semi 28.000 (% 2.1) 21.000 (% 3.8)
Over 27.000 (% 2.0) 15.000 (% 2.7)
Pankreas

Toplam
Genel Toplam

26.000 (% 1.9)

1.156.000 (% 85)
1.359.000 (% 100)

25.500 (% 5.0)
439.000 (% 79)
555.000 (% 100)




2.2. Prostat

2.2.1 Prostat Dokusunun Anatomisi ve Gorevi

Prostat, fibromiiskiiler bir stroma igerisinde 30 ile 50 adet tubulo-
alveolar glandin bulundugu sekretuar bir organdir. Prostat sekil olarak
tabani mesane boynuna oturan tepesi ise tirogenital diyafragma iizerinde
bulunan ve membrandz uretra ile devam eden ters bir piramide
benzemektedir (Sekil 2.1.). Normal prostat agirligi 18-20 gr olup bu
agirhk 10-15 kata varan oranlarda artabilmektedir. Prostatin anterior,
posterior ve her iki yanda da inferio-lateral olmak iizere 4 adet ylizeyi
bulunmaktadir. Viicudun normal isleyisinde iistlendigi gorev sperm
canliligim ve hareketini artiric1 salgilar iiretmek seklinde olup cinsel
fonksiyonla ilgilidir.

MEesane

mrels
“ehg tdrar Ranali)

Sekil 2.1. Alt tiriner sistem - yandan gériiniis (4).

Prostatin yaklagik %70'ini glandiiler yapi, %30'unu ise de
fibromiiskiiler stroma olusturmaktadir. Stroma kapsiil ile devam etmekte
olup, kollajenin yanisira fazla miktarda diiz kas da icermektedir. Uretra
prostati boylu boyunca gecer ve genellikle de anterior yiizeye daha
yakindir (5-7).



2.2.2. Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)

Prostatta ortaya ¢ikan hiicresel farklilagmalar sonucu prostat
icerisinde adenom adi verilen dokunun gelismesi, benign prostat
hiperplazisi (BPH) olarak isimlendirilmektedir. Bu durum aslinda hemen
hemen tiim erkeklerde meydana gelirse de erkeklerin ancak 1/3' {inde
tedavi gerektirecek olgiide iiriner obstritksiyona yol agmaktadir. Bu

biiyiime ii¢ &nemli sonug¢ dogurmaktadir.

1- Prostatik uretra g¢evresinde gelismekte olan adenom dokusu
infravezikal obstriiksiyonun baglamasina yol agmaktadir.

2- Prostat bir biitiin halinde geniglemeye ve bilylimeye baslamaktadir,
3- Gergek prostat dokusu adenom tarafindan disan dogru itildikce

incelmekte ve adenom'un gevresini saran bir kabuk haline déniiserek
prostat kapsiilii olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.2.).

Sekil 2.2. Adenom dokusunun biiyiime sirasinda yarattifi basing ile gergek
prostat dokusu ve uretrayr sikigtirmasi (8).



infravezikal obstritksiyon ile hastada:

'

Sik idrara ¢ikmak

Zor idrar yapmak

- Idrara baslarken bir siire beklemek

- Geceleri idrar hissi ile uyanmak

- Mesanenin tam bosalmadigin: hissetmek

- Idran kesik kesik bosaltmak

Miksiyondan ¢ok kisa bir siire sonra tekrar idrar hissi duymak
- Ani idrar sikismalari hissetmek, bazen idrari tutamamak

Ll

gibi belirtiler ortaya gikar ve bu belirtilerin siddeti giderek artmaktadir.
Belirtiler yillar iginde yavas yavas gelistiginden ve bu duruma adapte
olduklari icin ciddi obstritksiyonu olan hastalar bile bazen bu durumu
normal olarak kabul edebilirler.

2.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri de prostat biiyiimesi gibi 40 yagindan sonra ortaya
¢ikmaya baglayan ve oldukga sik goriilen bir hastaliktir. A.B.D' nde
prostat kanseri, erkeklerde oliime sebebiyet veren kanserler arasinda
akeiger kanserinden sonra ikinci siray: almaktadir (9). AB.D'de her yil
yaklastk 198.100 prostat kanseri teshisi konmakta ve bu hastalarin
yaklastk 31.500' ii olmektedir (10). Buna karsilk Fidaner ve
arkadaglarimin  Izmir igin gesitli yas gruplari arasinda yaptiklari
calismada, prostat kanseri sikligim % 3-4 olarak belirtilmiglerdir. Prostat
kanserine erken dénemde tan1 konulabilmesi igin yapilan g¢aligmalar son
dénemde oldukga artmus olsa da, prostat kanseri tanisi konmus ve tedavi
edilen hasta sayisi 1/5° i gegmemektedir (11). Yeni iiretilen ya da
gelistirilmis kemoterapotikler ile yapilan klinik calismalar, prostat
kanseri hastalarimin yasam siiresinin uzatilabilmesi konusunda hala
basarili olamamustir (12).



BPH' min aksine kanser odaklan adenom dokusu ile iliskili
degildir, ger¢ek prostat dokusundan kaynaklanmaktadir. Bu 6zelliginden
dolay1 normal biiyiiklitkteki bir prostatta, adenom nedeni ile bilytimiis bir
prostatta, hatta BPH nedeni ile ameliyat gecirmis bir prostatta da kanser
ortaya ¢ikabilir, aym prostatta kanser ve adenom birlikte
bulunabilmektedir (Sekil 2.3.).

KANSER ODAKLARI

Sekil 2.3. Cesitli donemlerde prostat dokusunda gelisen kanser odaklan (13).

Prostat kanseri ozellikle erken donemlerinde ¢ok sinsi bir
hastaliktir. Kiside kanserle birlikte BPH ve buna bagli sikayetler mevcut
degilse kanserin kendisine dzgii hi¢ bir belirtisi bulunmayabilir. Kanser,
erken donemde tani konulmazsa oncelikle bélgesel olarak yayilarak
prostat dokusunun digina ve sonrasinda komgu organlar olan uretra,
mesane ve rektuma yayilarak cok ciddi idrar yapma sorunlarina, idrarla
birlikte gelen siddetli kanamalara ve diskilama problemlerine yol
agmaktadir. Erken doénemde yakalanan prostat kanserini radikal
prostatektomi ile tiim prostati cikartarak tamamen tedavi etmek
miimkiindiir. Genelde, tirologlar organa simirh prostat kanserinde radikal
prostatektominin en giivenilir tedavi oldugu yniinde hemfikir olsalar da
ilk 10 y1l igerisinde hastalarin % 30-56' sinda hastalik niiksetmektedir
(14,15).



Prostat kanseri sadece lokal olarak yayilmakla kalmaz, kanser
hiicreleri lenfatik damarlar ve kan damarlar: ile viicuda dagilarak uzak
organlara da yerlesirler. Uzak metastaz olarak adlandirilan bu durumdan
en c¢ok kemikler, akcigerler, karacifer gibi i¢ organlar ve beyin
etkilenmektedir. Hepsi ¢ok dnemli iglevler yitklenmig olan bu organlarda
kanserli hiicrelerin yerlesip biiyiimesi ile, organin yiiklendigi goreve gore
degisen bozukluklar, ornegin siddetli kemik agrilari, kan yapim
bozukluklari, solunum problemleri ve hemoptizi, karaciger yetmezligi
gibi ciddi problemler ortaya gikmaktadir ve sonugta hasta
kaybedilmektedir.

2.3.1. Prostat Kanseri’ nin Smiflandiriimasi

Prostat Kanserinin anatomik simiflandiriimasi, UICC (Union
Internationale Contre le Cancer = International Union Against Cancer)
organizasyonu tarafindan belirlenen ve tiim diinyada kullanilan ve Tablo
22 de gorilen TNM (Tumor Nod Metastasis) smiflamasi ile
yapilmaktadir. Siniflandirilma sadece adenokarsinomalan igermekte ve
prostat dokusunun transitional hiicre karsinomlari, uretral tiimorler
olarak kabul edilmektedir.



Tablo 2.2. TNM simiflamasi ( American Joint Committee on Cancer1997) (16)

Primer Tiimir (T)

TX
TO
Ti
Tla
Tib
Tie
T2
T2a
T2b
T3
T3a
T3b
T4

Primer timiriin degerlendiril

Primer timére ait bulgu yok

Klinik alarak tesbit edilemeyen timor (palpe edilemeyen ve  goriintlleme
3 leri ile teshit edilemeyen timir)

Tomérin, TUR ile rezeke edilen materyalin % 5 inden daha azinda bulunmas
Timériin, TUR ile rezeke edilen materyalin % 5" inden daha fazlasinda bulunmast
Serum PSA yilksekligine bagh TRUS-biyopsi ile tespit edilen timar

Palpe edilen ve prostata suurl timar

Bir lobu tutan timér

Her iki lobu tutan timdr

Tismdriin prostatik kapsol digima yayilim

Ekstrakapsiler yayilim (tek ya da gift tarafli)
Verikilla-seminalis invazyonunun bulnmas

Thmibriin vezikilla-seminalis disinda difier komgu yapilara invazyonu veya
fiksasyonu

Biilgesel Lenf Nodilleri (N)

NX
NO
N1

Bilgesel bir lenf nodu degerlendirilemedi
Bolgesel bir lenf nodu metastazi yok
Lenf nodu ya da nodlarinda metastaz

Uzak Metastazlar (M)

MX

MO

Mi
Mia
Mib
Milec

Urak metastatik yayihm degerlendirilemedi
Uzak metastatik yayilim yok
Uzak metastatik yayilim

Bilgesel olmayan lenf nodu tutul
Kemik metastaz
Digier organlarin metastazi

T- kategorileri: Fiziksel muayene, goriintileme, endoskopi,
biyopsi ve biyokimyasal testleri, N-Kategorileri: Fiziksel muayene ve
goriintiileme, M-Kategorileri: Fiziksel muayene, goriintiileme, iskelet
sistemi galismalarini ve biyokimyasal testleri igermektedir (16).
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Prostat kanserinin histopatolojik simiflandinlmasinda ise, tiimoriin
glandular farklilasmasi goz Sniine alinarak yapilan Gleason Skorlamasi
sistemi kullanilmaktadir. Gleason skorlari, 2-10 arasinda degismektedir

an.

2.4. Prostat Kanser Genetigi

Molekiiler temelinin oldukga karmasik ve heterojen bir hastalik
olmasindan dolay1 prostat kanserinin nedeni hala bilinmemektedir.
Kanserin gelisiminde, iyi huylu epitel hiicre kokenli tiimérlerin, ¢evresel
ve genetik etkilesimler sonucunda gok basamakli bir siire¢ ile
adenokarsinomaya transformasyonu ileri siiriilmektedir (3). Son
dénemde yapilan genetik galigmalar, tiim prostat kanseri olgular
arasinda yaklasik % 10’ unun otozomal dominant bir kahtim ile ailesel
gecis gosterdigini belirtmektedir (18,19). Kansere yakalanmanin riski,
ailede prostat kanseri olan birinci dereceden akrabalarin varhgina bagli
olarak 2 — 11 kat artmaktadir (20). Cevresel faktorler de riskin
artmasinda rol oynamaktadir (21,22). Asyallar prostat kanseri riski
agisindan daha sanslidirlar. Japon erkeklerinde prostat kanseri goriilme
riski Amerikali' lardan yaklasik 40 kez daha azdir. Ancak ilging olan
Amerika' ya go¢ etmis Asya’ hlarda riskin arttigi goriilmistir. Bu da
cevre ve beslenme faktorlerinin nemini gistermektedir (23,24). Prostat
kanseri ile erkeklik hormonu arasmda bir iliski oldugu ileri
siiriilmektedir.  Kusirlagtirilmig  erkeklerde  prostat  kanserinin
goriilmemesi buna delil olarak gdsterilmektedir.

Prostat kanserinde CGH (Comparative Genomic Hybridization),
FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) ya da LOH (Loss Of
Heterozygosity) ile yapilan ¢ahgmalarda birgok kromozomal bdlge
delesyonlar tespit edilmis ve bunlar igerisinde LOH, ozellikle tiimor
stipressor gen lokuslarinin belirlenmesinde kullanilmigtir. $u ana kadar
prostat kanserinde 2q13-q33, 5q14-23, 6q16-q22, 7q22-q32, 8p21-22,
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0p21-22, 10q23-q24, 12p12-13, 13q14-q21, 16q22-24 ve 18q21-q24
kromozomal bblgelerinde delesyonlarin daha sik oldugu goriilmistiir
(25).

2.4.1. Prostat Kanseri Olusumu ile Tigili Genler

Kanser, bazi genlerin kusurlu bir gekilde islemesi sonucu ortaya
¢ikan genetik bir hastaliktir. Genlerin kusurlu bir sekilde fonksiyon
gormesi, kalitsal kanser modellerinde oldugu gibi kalitsal bir gegis
gosterebilmekte, sporadik kanserlerde oldugu gibi karsinojenik faktorler
ile indiiklenebilmekte ya da DNA metilasyonu veya imprinting gibi
epigenetik mekanizmalar sonucu olugabilmektedir (25). Kanser ile
iliskili genler, hiicre igerisindeki fonksiyonlarina bagli olarak iki gruba
ayrilmaktadirlar. Bunlar proto-onkogenler ve tiimér siipressor genlerdir.

Proto-onkogenler ve tiimér siipressor genler normal hiicre dongiisti
ve proliferasyonunu kontrol eden gesitli proteinleri kodlarlar. Proto-
onkogenlerin onkogenlere doniisiimiine ve timér siipressdr genlerin
fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlar, hiicrenin kanserlesmesi ile
sonuglanmaktadir (26). Hiicrelerde bir veya birgok proto-onkogenin
ekspresyonunun artigi ya da tiimér siipressér genlerin ekspresyonunun
azalis1, hiicre ici kontrol mekanizmalarinin dengesini bozmaktadir. Bu
genlerin iiriinleri hiicre proliferasyonunda, DNA tamir mekanizmalarinin
diizenlenmesinde ve apoptoziste rol oynayan proteinlerdir (26,27).

2.4.1.1. Onkogenler

Normal hiicresel fonksiyonlarda gorev alan proto-onkogenlerin
mutant  formlanidir.  Proto-onkogenler, biiylime faktorleri  ve
reseptorlerini, transkripsiyon faktorleri, hiicre dongiisii proteinlerini ve
sinyal iletim proteinleri gibi hiicre i¢i fonksiyonlarda olduk¢a 6nemli
olan proteinleri kodlarlar.

Onkogen aktivasyonunda gesitli mekanizmalar rol oynamaktadir.
Nokta mutasyonlar, kromozomlarda yeniden diizenlenmeler, gen
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amplifikasyonlar, retroviral onkogenler ve insersiyonel mutagenezisler,
onkogen aktivasyonunu saglamaktadirlar (28).

Yapilan galismalarin sonucunda su ana kadar rodent veya insan
prostat kanserine spesifik ya da aktivasyon ile fonksiyon gdren bir
onkogen tanimlanmamigtir (29).

2.4.1.2. Tiimor Siipressér Genler

Tiimdr siipressor genler, normal olarak hiicre bolinmesini
yavaslatan, DNA’ nin hasarh ya da kromozomlarin anormal oldugu
durumda hiicre déngiisiinii durduran kontrol noktasi genlerini kodlarlar
(27). Bu sekilde hiicrenin  kontrolsiiz bilyiiylip g¢ogalmasmi ve
migrasyonunu engellemis olurlar.

Kromozomal delesyonlar, kanser hiicreleri igerisinde en sik
rastlanan genetik degisimlerdir. Boylesine bir kayip, kromozomun belirli
bir bolgesinin yamsira tamamim da igerebilmektedir (30). Timér
siipressor  genlerin  lokalizasyon tesbitinde kullamlan bolgesel
kromozomal kayiplar ii¢ sekilde meydana gelmektedir. Birinci durumda,
delesyon normal allelde meydana gelmekte, resesif mutant olan diger
allelin duplikasyonu ile kayip telafi edilmekte ve toplam genomda bir
kayiptan soz edilmemektedir. LOH* un meydana geldigi bu durumda
resesif mutasyon kendini gostermektedir. Ikinci durumda normal allelde
delesyon olusur ancak duplikasyon yoktur. Bu durum resesif
mutasyonun kendisini gdstermesi diginda yetersiz iirlin olusmasina da
neden olmaktadir.  Hemizigot delesyon olarak tammlanan bu
mekanizmada o lokus igin genomun yarisi kayip edilmektedir. Son
kromozomal delesyon olugum mekanizmasi ise her iki allelin de aym
lokus igin delesyona ugramasidir. Homozigot delesyon olarak
adlandirilan bu olayda o lokus i¢gin genom kayip edilmektedir (25).
Bunun sonucunda tiimér silpressdr genin, her iki allelinin islev
kaybetmesinden sonra o hiicredeki etkisi ortadan kalkar ve kontrolsiiz
olarak béliinmeye baslayan hiicre kanserlesir (31).
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CGH, FISH ve LOH analizleri ile prostat kanseri dokularinda ve
hiicre kiiltiirlerinde yapilan galigmalar ile tiimér siipressor gen islevi olan
ve 11pll1.2 kromozomal lokalizasyon gosteren KAIl’ in, 12pl3’de
p27/Kipl’ in, 8p21°de NKX3.1" in ve 10923.3 kromozom bdlgesinde
yer alan PTEN (Phosphatase and Tensin homolog deleted on
chromosome ten)’ in prostat kanserinde rol aldign disiiniilmektedir
(25,29). Bunlarin arasinda PTEN, prostat kanserinde en stk mutasyona
ugrayan gen olarak bildirilmistir.

2.5. PTEN

2.5.1. PTEN Geninin Klonlanmasi

Tiimér, ileri evrelere gegildikge daha fazla genetik degisimlere
sahip olmaktadir. 1997 yilinda Li ve arkadaslarinca yapilan ¢aligmalarda,
10923 bolgesinde birgok insan tiimdriinde siklikla ortaya gikan genetik
degisiklilerden birisinin heterozigosite kaybi oldugu belirtilmigtir. 10q23
bolgesinde LOH, diisitk dereceli glial tiimorlerde ve erken evre prostat
kanserlerinde seyrek goriinse de glioblastomalarda yaklasik % 70 ve ileri
evre prostat kanserinde yaklasik % 60 oldugu belirtilmektedir. Fare
glioblastoma hiicrelerinde WT (Wild-Type) 10 nolu kromozomun
tiimorlesmeyi baskiladifinin rapor edilmesi (32) ve bu bdlgedeki
heterozigosite kayiplarinin gdsterilmis olmasi, 10q23 bolgesinde bir
tiimér stipressor genin kodlandig: fikrini ortaya koymustur. Insan hiicre
hattt ve ksenograflarda 10q23 bolgesinde homozigot delesyonlar
bakimindan yapilan g¢alismalar sonucunda PTEN, bir tiimor siipressér
aday gen olarak klonlanmistir. Yapilan sekans analizleri sonucunda
PTEN geni’ nin bir tirozin fosfataz domaininin oldugu, tensin ve oksilin
proteinlerine biiyiik bir homoloji gosterdigi belirtilmistir. Aym1 grubun
PTEN mutasyonlari igin yaptiklar galisma sonucunda ise glioblastoma
hiicre hatti ve ksenograflarda % 31 (13/42), prostat kanserinde % 100
(4/4), meme kanseri hiicre hatti ve ksenograflarinda % 6 (4/60) ve primer
glioblastomalarda % 17 (3/18) PTEN mutasyonu rapor edilmistir (33).
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Li ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmadan bagimsiz olarak yine 1997
yilinda Steck ve ekibi aym geni MMACI(mutated in multiple advanced
cancer-1) olarak izole etmislerdir (34,35). Bu grup, MMACI geni igin
arastirmalarina siklikla insan glioblastoma olgularinda ortaya gikan ve
1092324 kromozom bélgesini igeren delesyonlart inceleyerek
baslamistir. Insan hiicre hatti ve tiimor Srnekleri ile yapilan gahgmalarda,
4 glioma hiicre hattindaki homozigot delesyon lokalizasyonun
belirlenmesini  saglamistir. MMAC-1  geninin de bu bdlgede
bulundugunu ve 403 amino asitlik, 5.5 kb biiyiikliigiinde bir mRNA” ya
sahip oldugunu tammlamiglardir. Aymi  arastirmacilar, proteinin
fosfatazlarin katalitik domainlerine ve hiicre iskeleti proteini tensin ile
oksiline énemli derecede homoloji gésterdigini rapor etmistir. MMAC-1
kodlayan-bélge mutasyonlar1 birgok glioma, prostat, bobrek ve meme
kanseri hiicre hattinda ya da tiimér érneklerinde tamimlanmstir (34,35).
MMAC!1 geninin 10g23.3 bélgesinde lokalize oldugu belirlenmistir.
Steck ve arkadaglarmca MMACI] fare ve kopek homologlarinin
klonlanmasinin yani sira, Hansen ve Justice PTEN geninin farenin 19
nolu kromozomunda lokalize oldugunu belirtmislerdir (36).

Bahsedilen iki grubun diginda ayni tarihlerde {igiincii bir grubun
bagimsiz olarak protein tirozin fosfatazlara homolojisi olan molekiiller
ile ilgili tarama galismalarinda, TEP! (transforming growth factor-B-
regulated and epithelial cell-enriched protein tyrosine phosphatase) izole
edilmigtir. TEP1” in protein tirozin fosfataz motifini icermesi diginda
tensin ve oksilin ile yiiksek homolojisi oldugu gésterilmistir. Sitoplazmik
bir protein olarak tanimlanan TEP1 proteininin ekspresyonu TGFp’ ya
duyarl: hiicrelerde TGFp ile ¢ok hizl bir gekilde negatif regiile edildigi
belirtilmistir (37).

Ug ayri arastirma grubu tarafindan farkl: isimlendirilen fakat hepsi
aym goérevi yapip 10. kromozomun aym bdlgesinde lokalize olan gen,
1998 yilindan itibaren siklikla PTEN olarak tanimlanmaya baglanmustir.
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2.5.2. PTEN Proteininin Yapisi

Memeli PTEN geni, dokuz ekzondan olusmaktadir. Kristal
yapisinin ¢oziilmesi ile PTEN proteininin amino-terminal PTP (Protein
Tyrosine Phosphatase) katalitik domaini ve karboksi-terminal C2
domaininden meydana geldigi belirtilmektedir (Sekil 2.4.) (37-39).
Genin iiriinii, 403 amino asitlik bir proteindir ve tiim bilinen PTEN
ortologlari yaklasik 40-50 kD’ dur (40). Sadece yine PTEN ortologu olan
DAF-18 proteinini kodlayan (Caenorhabditis elegans) 120 kD’ luktur.

PTEN proteini igerisindeki C2-domaininin, fosfolipid-aracili
sinyal transdiiksiyonunda ya da fosfolipid metabolizmasinda rol alan
birgok proteinde bulundugu ve evrimsel siireg igerisinde metazoalar ile
sinirh olarak korundugu belirtilmektedir (40,41).

PTEN, PTP aktif bélgesinde protein tirozin fosfataz siiperailesi ile
onemli bir benzerlik olan defigken CxsR motifini paylagsmaktadir
(38,40). PTP domaini ayrica iskelet proteini tensin ve sinaptik vezikiil

transportunda rol alan oksilin proteinine yiiksek homoloji
gostermektedir.

PTEN proteini fosfataz ve C2 domainlerinin disinda proteinin
aktivasyonunu ya da iglevini diizenleyen ve lokalizasyon sinyali olarak
islev goren gesitli motifleri icermektedir (40). PTEN’ in amino terminal
bolgesinde aktin diizenleyici protein olarak bulunan ve bazik amino
asitlerden olusan PI(4,5)P, (phosphatidylinositol 4,5-biphosphat)
baglama motifi (Lys/Arg-xs-Lys/Arg-x-Lys/Arg-Lys/Arg-) meveuttur.
Vilin, gelsolin, kortaktin ve korteksilin gibi aktin diizenleyicilerde
korunmus olan bu yapinin, hiicre iskeleti ve plazma membraninda bu
proteinlere  olan  ihtiyacin  diizenlenmesinde &nemli  oldugu
belirtilmektedir (42). Bu yapiya ek olarak insan PTEN proteininin
karboksi terminalinde, 350-375 ve 379-396 amino asitleri arasinda iki
PEST homoloji bélgesi tanimlanmustir (43).



PDZ

Membran Membran proteinleri
PIP; baglanma Aktif Bolge PDZ baglanma
motifi (6-14) (124-130) motifi (401-403)
[KxxxxRxKR] [CxxxxxR] [TxV-COOH)]

PEST sekans1 <

N-ter PTP Domaini C2 Domaini C-ter

Sekil 2.4. PTEN proteininin yapisal gériintiisii (40).

PEST domainlerinin proteolitik yikim icin sinyal olusturdugu
bilinmektedir. Bu sekanslarin delesyonu, artan protein stabilitesi ile
orantili iken PTEN proteininde bir ya da her iki PEST domainde
delesyon PTEN protein seviyesinin azalmasmna neden olmaktadir. Bu
durum, PEST sekansinin PTEN’ in islevindeki roliinde diger PEST
sekanslarindan oldukga farkli oldugunu gostermektedir (43). Kesin
mekanizma hala agik degildir.

PTEN proteinin karboksi terminal bolgesinde PEST baglama
bélgesinin diginda protein-protein etkilesimini saglayan bir PDZ
baglama bélgesi (Thr/Ser-x-Val-COOH) mevcuttur (44,45). Bu
domainler sinyal transdiiksyonunda rol alan birgok proteinde meveut
olup plazma membraninda protein komplekslerinin olusmasi igin
onemlidirler. PTEN’ nin hDLG, hMAST205, MAGI-2 ve MAGI-3 gibi
cesitli PDZ proteinleri ile olan etkilesimi gosterilmistir (44,45). PDZ
proteinlerinin PDZ baglama domaini iceren proteinler ile etkilegimi, bu
proteinlerin plazma membraninda protein kompleksi olusturmas: igin
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snemlidir. Bu durumun PTEN’ nin PDZ baglama domaininin fonksiyonu
icin dnemli olabilecegi belirtilmektedir. Bununla beraber PTEN PDZ-
baglama domaininin, proteinin morfolojik degisimi ve PDGF (Platellet
Derived Growth Factor) ile indilklenen membran hareketlenmesi
(membrane ruffling) igin Gnemli oldugu rapor edilmistir (46).

2.5.3. PTEN Proteininin Fonksiyonu

PIP; (phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate) hiicre bilylimesi ve
hiicrelerin yasamsal mekanizmalarinda onemli bir rol iistlenmektedir.
Protein fosfataz zelliginin yani sira PTEN” nin lipid fosfataz aktivitesi
bu sinyal yolu iizerinde etkili olmaktadir. PIPs, cesitli biiylime
faktorlerinin etkileriyle PI3-K (phosphatidylinositol 3 kinase)’ 1n
PI(4,5)P;’ lan fosforillemesi ile olusmaktadir (47,48). PIP;’ m p85
regiilator alt iiniteleri, tirozin fosforilasyonuna ugrayan reseptorlere SH2
domainleri aracihig ile baglanmak i¢in Onemlidir. Bu baglanma
gerceklestikten sonra PI3-K, PIP, fosforilasyonu ile PIP; olusumunu
saplamaktadir. PIPy’in birgok efektoril olmasina ragmen en iyi
tamimlanmis olani Ser/Thr protein kinaz olan AKT/PKB (Protein Kinase
B) dir (49,50). AKT, PH domaini aracihg ile plazma membranina
lokalize olmakta ve PIP; ile aktive edilmektedir. Membrana lokalize
olan AKT, PIP; ile direk aktive olabilen PDK-1 (3-Phosphoinositide
dependent protein kinase-1) tarafindan Thr-308 ve Ser-473" den fosforile
edilmektedir (51). Aktive olan AKT spesifik sinyal yollarini stimiile
eden ya da baskilayan gesitli efektorleri fosforile etmektedir. Bu sekilde
hiicre  bityiimesini ve boliinmesini indiiklerken apoptozisi inhibe
etmektedir (48,52). AKT’ nin agirt ekspresyonu ise hiicrenin transforme
olmasina neden olur. Bu mekanizma igerisinde PTEN gen iiriinii bir lipid
fosfataz olarak rol alir ve PIPy’ lari pargalayarak PI3-K ile zit galisir
(Sekil 2.5.) (53,54).



2.5.3.1. Apoptozis ve PTEN

AKT/PKB® nin aktive edilmesi ¢esitli altyol efektor
molekiillerininde aktive edilmesini ya da inaktive edilmesini
saglamaktadir. Bu efektér proteinlerden biri AKT substrati olan
proapoptotik Bad® dir. Bad/Bel-2 dimerizasyonu bir apoptotik sinyal
olugtururken, AKT’ nin Bad fosforilasyonu bu kompleksin olusmasim ve
hiicrelerin apoptoza gitmesini engellemektedir (55). Bad” n disinda
AKT, antiapoptotik sinyal mekanizmasmin pozitif regiilatérlerinden
GSK-3 (Glycogen Synthase Kinase-3) ve p?OSéK" 1 fosforillemektedir
(49). Calismalar, PTEN agir1 ekspresyonunun, PIP; seviyesini diisiirerek
efektorii olan AKT’ nin fosforilasyonu ve aktivasyonunu engelledigini
ve bu yolla Bad, GSK-3 ve p70°*®" nin fosforilasyonunu diistirdiigiinii
belirtmigtir (40). Bu sonuglar ile beraber, asiri ekspresyon ile PTEN
aktivitesindeki artig, hiicrelerin apoptozise olan hassasiyetlerini 6nemli
oranda artirdii tahmin edilmektedir.

Cesitli  hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda PTEN asin
ekspresyonunun apoptozisi indiikledigi belirtilmektedir. Meme kanseri
(MCF-7, MDA-MB-468), prostat kanseri (LNCaP) ve losemi (Jurkat)
hiicre hatlarinda PTEN agiri ekspresyonu apoptozisi indiiklerken, lipid
fosfataz aktivitesinden yoksun olan mutant PTEN’ nin apoptozisi
indiiklemedigi dolayisi ile PTEN’ nin apoptotik etkisinin lipid fosfataz
aktivitesine baglh oldugu belirtilmektedir (40,47). Stambolic ve
arkadaglarinin fare embriyonik fibroblastlarinda yaptiklan galismada
PTEN” hiicrelerinin, TNF-o (Tumor Necrosis Factor-a), UV,
anisomisin, ozmotik sok ve st ile muamelesinde apoptotik uyariya
direng gosterdikleri ancak PTEN ekspresyonunun tekrar saglanmasi ile
hiicrelerin apoptotik indiiksiyona olan hassasiyetlerinin onarildif
belirtilmektedir (57).
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Sekil 2.5. PTEN proteininin fonksiyonu (56)

Her ne kadar PIPyAKT aracili yasamsal sinyallerinin
baskilanmasinda PTEN lipid fosfataz aktivitesi gerekli ise de istisnalar
da rapor edilmistir. BT549, meme kanseri hiicre hattinda PTEN asir1
ekspresyonunun apoptozisi ancak diisiik serumda indiikleyebildigi,
normal bilylime kosullarina etkisinin olmadigi belirtilmistir (58).
UB7MG, glioblastoma hiicre hatti AKT" nin PTEN ile negatif regiile
edildigi diisik serum ortaminda bile apoptozise yiiksek direng
gostermektedir (59,60). Bu hiicrelerde PTEN, ekstraseliilar matriks ile
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iliskinin kesilmesi ile baslayan ve bir tiir apoptozis formu olan anoikisi
artirmaktadir. Apoptozise karsi olan bu farkli duyarhiliklara olast bir
aciklama ; kesintisiz aktivite gosteren, AKT-bagimsiz bir anti-apoptotik
sinyal yolunun olmasidir.

2.5.3.2. Hiicre Proliferasyonu ve PTEN

PTEN’ nin AKT regiilasyonu ile apoptotik sinyal yolunu pozitif
yénde inditklemesinin yani sira bazi tiimér hiicrelerinde proliferasyonu
baskiladigy belirtilmektedir (53,59). Meme kanseri (BT549, MCF-7),
glioblastoma (U87MG,U251MG,U373), bibrek kanseri hiicreleri ve
PTEN yoksun hiicre hatlarinda, PTEN agir1 ekspresyonunun hiicre
dongiisiinii G, evresinde durdurdugu rapor edilmistir (48,59,61-64).
Lipid fosfataz aktivitesi olmayan mutant PTEN kullanildiginda
proliferasyonun baskilanamamast PTEN’ nin hiicre dongiisinii G,
evresinde durdurma etkisinin tamamen lipid fosfataz aktivitesine bagh
oldugunu gostermektedir (59,62,64).

AKT’ nin PTEN ile negatif regiilasyonu, Forkhead ailesi
transkripsiyon faktérleri tarafindan siklin-bagimh kinaz (CDK2)
inhibitérlerinin  (p27Kipl, p21Wafl, p57Kip2) transkripsiyonunu
artirmaktadir.  p27Kipl, CDK2/silkinE kompleksinin olugmasmi
engellemekte ve diisiik RB protein fosforilasyonuna neden olmaktadir.
Sonu¢ olarak hiicre dongiisi  G1/S  evresinde durdurulmaktadir
(61,62,65). Bu durum PTEN’ nin G1/S gegisini, CDK2/pRB regiilasyonu
ile etkiledigini gdstermektedir (62,66). PTEN, her ne kadar hiicre
déngiistinii durdurma etkisine sahipse de LN229 ve LNI8 gibi baz
spesifik hiicre hatlarinda etkisinin olmadigi, endojen PTEN geninin
mutant oldugu US7MG glioblastoma hiicre hattinda ise ancak gok diisiik
serum varliginda (%2) G1/S gegisini engelleyebildigi belirtilmektedir
(59,67). Bu farkl in vitro ¢ahgmalar PTEN" nin hiicre donglisii {izerine
olan etkisinde hiicre tipi ve PTEN dozaj bagimh farkliliklarin var oldugu
fikrini vermektedir.

(]
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PTEN’ nin bir tiimdr stipressér olarak klonlanmasi ile
antionkogenik etkisi ¢esitli gruplar tarafindan g¢ipalama-bagimsiz
(anchorage-independent) biiyiime yontemleri kullamlarak g¢aligilmgtir.
PTEN’ nin asin ekspresyonu, U87MG, U373 ve MDA-MB-468
hiicrelerinin ¢ipalama-bagimsiz biiyiimelerini baskilamistir (394,40,6‘6).
PTEN lipid fosfataz aktivitesinden yoksun H93 A mutantlarinin, U87MG
hiicrelerinin ¢ipalama-bagimsiz biiylimesinin baskilanmasinda basarisiz
olmalar1 lipid fosfataz aktivitesine ihtiya¢ oldugunu géstermistir (39).
Bununla beraber aktif bolgesinde sistein mutant (C124S) PTEN’ nin asiri
ekspresyonu ayni sartlar altinda biiylimeyi hizlandirmigtir (66).

MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) yolunun AKT aracili
biiylime sinyaline alternatif oldugu bilinmekte ve MAPK aracili biiylime
mekanizmasinin gesitli hiicre hatlarinda agin PTEN ekspresyonunun
proliferasyon {izerine etkisini karsiladigy diistiniilmekte iken yapilan
caligmalarda U87MG, LNCaP ve MCF-7 gibi bir¢ok hiicre hattinda asir1
PTEN ekspresyonunun MAPK aracili sinyal yolu iizerinde higbir
etkisinin olmadig: belirtilmistir (63,66).

2.5.3.3. Hiicre Migrasyonu, invazyonu ve PTEN

AKT sinyal mekanizmas: iizerine etkilerinin disinda PTEN asir1
ekspresyonunun migrasyon, invazyon ve fibronektin ile indiiklenen aktin
stres fiberlerinin formasyonunu inhibe edebilmektedir (68-71). Bu
siireglerin inhibisyonu FAK ve p130%4° fosforilasyonun diigiiriilmesine
baglidir (70). p130“*S sinyal transdiiksiyon proteini, FAK ile indiiklenen
hiicre migrasyonunda 6nemli bir aracidir. p13OCAs direk olarak FAK

(Focal Adhesion Kinase)’ a baglanmakta ve fosforillenmektedir (sekil-
2.5.).

FAK proteininde Tyr-397 fosforilasyonu PI3K regiilatdr alt
{initesinin SH2 domaini i¢in baglanma bolgesi olusturmakta ve FAK’ 1
PI3K ile iligkisi bu sinyal yolunun ¢aligmasin tetiklemektedir (72). Tyr-
925 fosforilasyonu ise Grb2 (Growth Factor Receptor-2) proteini igin
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baglanma bdlgesi olusturmakla Sos baglanmasim ve Ras aktivasyonunu
saglamaktadir. Aktive olan Ras, - ERK/MAP (Extracellular Signal-
Regulated/Mitogen Activated Protein) kinaz sinyal mekanizmasinin
¢alismasint saglamakla migrasyon, invazyon ve adhezyon gibi hiicresel
olaylari baslatmaktadir (sekil 2.5.) (73). Tamura M. ve arkadaslarinmn
yaptiklar1 ¢alismalarda, PTEN’ nin direk olarak FAK ile etkilestigi ve
tirozin fosfatin1 defosforile ettii belirtilmigtir. Sonug olarak, integrin
aracili hiicre migrasyonu, invazyonu, yayilimi ve hiicre iskeleti
organizasyonu inhibe edilmektedir (68,70). Bu inhibisyon i¢in PTEN’
nin protein fosfataz domaininin 6nemli oldugu belirtilmistir.

FAK ekspresyonunun invasif insan tlimérlerinde artt1§1 ve endotel
hiicre migrasyonunun FAK fosforilasyonu ve fonksiyonu ile pozitif
olarak etkilendigi agiklanmigtir (73). FAK tan yoksun fare hiicrelerinde
ve FRNK enjeksiyonu ile FAK inhibisyonunun saglandigi hiicrelerde
diigiik hiicre migrasyonu ve yayilimi oldugu belirtilmistir. PTEN
overekspresyonun, FRNK enjeksiyonu ile yaklasik ayni sonucu verdigi
rapor edilmistir (68). Bu sonuglarin disinda PTEN’ nin FAK
defosforilasyonunu saglamadigi ancak invazyon iizerindeki inhibe edici
etkisinin oldugu ¢aligmalar rapor edilmistir (71).

2.5.3.4. Embriyonik Gelisimde PTEN Proteininin Onemi

PTEN proteininin ortaya c¢ikmasindan hemen sonra in vivo
fonksiyonunun belirlenmesi igin gesitli laboratuvarlar farelerde PTEN
geni agisindan null mutasyonlar olugturmuglardir. Fenotipler oldukga
farklilik g6stermis ve bunun muhtemel sebeplerinden biri olarak her
grubun kullandig1 fareler arasindaki genetik farklihiklar gosterilmistir.
Bununla beraber tiim PTEN-knockout farelerin dogmadan oldikleri
rapor edilmigstir (74,76). Bir ¢aliymada ektoderm, mezoderm ve
endodermin organizasyonu ve erken farkhilagmasinda major defektlerin
bulundugu ve embriyonun 7,5. giinde 8ldigii isaret edilmigtir (74). Diger
bir calismada ise sefalik ve kaudal bolgelerde ¢esitli malformasyonlar
tespit edilmis ve embriyonik yasamin 9,5. giiniinde 6liim saptanmugtir
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(76). Uglincli bir calismada ise embriyonun, heniiz 6,5 giinlik
doéneminde gesitli defektler igerdigi-ve saglikli embriyonik gelisim igin
erken embriyonik donemde diigiik seviyede PTEN proteinine ihtiyag
oldugu belirtilmistir (75). Bu sonuglarin 15131 altinda PTEN’ nin
embriyonik gelisimde 6nemli bir rol istlendigi s6ylenebilir.

2.5.4. PTEN Proteininin Regiilasyonu

PTEN’ nin bir tiim&r siipressér olarak nasil rol aldig1 agik olmakla
beraber kendi aktivitesinin nasil regiile edildiginin mekanizmasi ‘net
degildir. Glioblastoma, prostat kanseri, meme kanseri ve Cowden
sendromu ile iliskili birgok PTEN mutasyonu, karboksil-terminal
bolgesinde fonksiyon eksikligi gdsteren 354-403 amino asitleri
arasindaki kisalma ile sonuglanir (77). Bu bélge daha énce tanimlandig1
gibi PEST, PDZ-baglanma domainlerini igermekte ve protein
stabilitesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (43). Sonrasinda
yapilan ¢alismalarda, bu etkinin proteinin u¢ kisminda bulunan Ser/Thr
dizilerinden fosforilasyona bagli oldugu ve muhtemelen kazein kinaz-2
ile regiile edildizi yaymlanmistir (78,79). Protein stabilitesinin
regiilasyonuna ek olarak C-terminal bélgenin, PDZ-baglanma bélgesi
aracihifl ile protein-protein iligkisinde rol aldigi belirtilmistir. PTEN,
hDLG, hMAST205, MAGI-2 ve MAGI-3 proteinleri ile PDZ domaini ile
etkilesmektedir. Bu etkilesmenin fonksiyonel Onemi heniiz agik
olmamakla beraber s6z konusu proteinlerin PTEN’ nin spesifik hiicresel
bolgelere gecisini saglayabilecegi ve PTEN proteininde degisiklige yol
acabilecegi belirtilmektedir (44,45,80).

PTEN’ nin postranslasyonel regiilasyonuna ilave olarak
transkripsiyonel seviyesinin regiilasyonundan da bahsedilmektedir. Insan
PTEN mRNA’ sinin ekspresyonu, hiicrelerin TGFf (Tumor Growth
Factor-B) muamelesi sonucu Onemli ol¢lide azaldigr belirtilmektedir
(37). PTEN’ nin transkripsiyonel regiilasyonu hala agik degildir.
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2.6. PTEN ve Prostat Kanseri
Giinlimilizde prostat kanserinin ileri evreleri ile miicadelede etkili
bir yontemden soz edilememektedir. Prostat kanseri gelisimi ile ilgili
bilgileri artirmak amaci1 ile kromozomal degisimleri belirleyen
sitogenetik g:ahsmalar‘ yapilmigtir (81-83). Kromozomal 7q, 8p, 10, 13q
ve 16q bolgelerini siklikla iceren birgok degisiklik gdzlenmistir (82).
Spesifik olarak 10g23-25 bélgesi ile iligkili allelik delesyonlar gdzlenmis
ve bu kromozomal bélgenin rat prostat kanseri hiicrelerine verilmesi
tiimorlesme  siirecini  degistirmezken, spesifik olarak metastatik
ozelliklerini inhibe ettigi belirtilmistir (83). Bir¢ok c¢aligmada, tiimér
stipressér PTEN geninin 10 numarali kromozomdaki delesyonlar ile
iligkili biyolojik etkilerde o6nemli oldugu belirtilmistir. Tim bu
¢alismalarin sonucunda PTEN geninde meydana gelen delesyonlarin ve
mutasyonlarin glioma, prostat, meme, melanoma, endometriyum ve over
kanserlerini igeren birgok kanserde meydana geldigi g6sterilmistir (35).
Endometriyum kanseri hari¢ PTEN’ de meydana gelen degisiklikler
hastalifin ileri evresinde olugmaktadir. Bu sonuca bagli olarak
tlimorlesme siirecinin baglangicinda PTEN fonksiyonunun kaybina gerek
duyulmaz iken, tlimériin ilerlemesi i¢in oldukga 6nemli bir ajan olarak
gbze carpmaktadir.

Prostat kanserinin ilerlemesi siirecinde PTEN kaybim gosteren bir
¢ok calisma yapilmigtir. PTEN geninde homozigot genetik inaktivasyon
ilk olarak metastatik lezyonlardan olusturulan LNCaP ve PC3 (PTEN
null) insan prostat hiicre hatlarinda go6zlenmistir (34). Prostat
tlimdrlerinde yapilan birgok caligmada, organa smurli prostat kanseri
hiicrelerinde diisiik oranlarda PTEN mutasyonu ve delesyonu rapor
edilmistir (84,85). Bununla beraber metastatik prostat kanserlerinin
yaklasik % 60’ inda PTEN igin LOH oldugu belirtilmistir (86,87). Ileri
evre prostat kanserlerinde PTEN ekspresyonundaki bu kaybin
metilasyon aracili transkripsiyonel baskilanmaya (silencing) bagh
oldugu da belirtilmistir (88). Whang ve arkadaslarinin yaptiklar
¢alismada, PTEN kodlayan bolgede mutasyon olmayan prostat
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timorlerinin, % 50’ sinden fazlasinda PTEN mRNA ve protein
seviyesinin diisiiriildiigii agiklanmigtir (88). Buna bagli olarak mutasyon
ya da PTEN ekspresyon kaybinin oldugu LNCaP ve PC3 prostat kanseri
hiicre hatlarinda siirekli olarak apoptozise direng saglayan AKT ve anti-
apoptotik sinyal mekanizmasinin ¢alismasi s6z konusudur. Adenoviral
aracili PTEN verilmesi ile apoptozisin indiiklendigi belirtilmigtir (89).

Genetik olarak tasarlanmig PTEN"" farelerde yapilan ¢aligmalarda
spontan olarak lenfoid hiperplazilerinin, gesitli tiimér tipleri ve
otoimmiin sendromlarinin gelistigi goriilmiistiir (90). Bu farelerin
prostatlari, hiperplazilerin yanisira sik bir sekilde invazif prostat
kanserinin baglangici olan prostatik intraepitelyal hiperplaziler
olusturmaktadirlar (74). Bu farelerin, genetik olarak PTEN"™ ve p27"" ya
da " olmalari i¢in p27" fareler ile ciftlestirilmesi, invazif tiimorleri
iceren % 100 prostat kanseri ile sonuglanmigtir. Knockout fareler ile
yapilan bu galigmalar sonucunda PTEN’ nin prostat proliferasyonda bir
regiilator oldugu belirtilmistir (91).

Bilindigi gibi androjenler, erkek fenotipi ve iireme fizyolojisinin
gelisimi ile regiilasyonundan sorumludurlar. Androjenlerin fizyolojik
fonksiyonlan diginda prostat kanserini igeren birgok patolojik olayda rol
aldig1 bilinmektedir. Belirli bir seviyede tutulan androjen seviyesinin,
proliferasyon oranini stimiile ederek ve prostat epitel hiicre &liim oranin
inhibe ederek total prostat hiicre sayisim diizenledigi belirtilmistir (92).
Her iki durum da, hiicre sayisinda artiga neden olmaktadir. Prostat epitel
hiicrelerinde homeostasinin korunabilmesi igin androjenlerin bu
etkilerini karsilayacak bir frenleme sistemine ihtiya¢ vardir. PTEN
ektopik ekspresyonunun hiicre dongiisiinii durdurma ve apoptozisi
indiiklemedeki rolii g6z oniline alindiginda PTEN’ nin bu etkileri
androjenlerin gosterdikleri etkilere zit oldugu ve prostat hiicrelerinde AR
(Androjen Reseptor) fonksiyonunun dengelenmesinde diisiiniilen fren
sistemi oldugu disiiniilebilir (93). Li P. ve arkadaslarinin yaptigt
¢aligmada prostat kanseri hiicrelerinde PTEN ve AR’ i arasinda
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kargilikl1 bir rekabetten sdz edilmekte ve bu sekilde yetiskin erkeklerde
prostat epitel hiicrelerinde homeostasinin saglandigi belirtilmistir.
Fonksiyonel PTEN’ nin yoklugunda AR’ niin daha aktif bir goriintii
¢izmesi, PTEN kayb1 ile karsilanamayan AR aktivitesinin prostatik
tlimorlesmeye ‘neden oldugunu agiklamaktadir. LNCaP hiicrelerinde
PTEN ekspresyonunun saglanmasi ile apoptozisin yeniden indiiklenmesi
sadece androjen yoklugunda gergeklesmektedir. Bu sonug, AR pozitif
prostat kanseri hiicreleri ile miicadele yonteminin etkili olabilmesinin
PI3-K/AKT ve androjen reseptdr sinyal mekanizmalarimin beraber bloke
edilmesi ile a¢iklanmugtir (93).

Huang H. ve arkadaglarin1 yaptifi ¢aligmada ise malignant prostat
dokusu ve hiicre hatlarinda PTEN kayb: ile Bcl-2 asir1 ekspresyonunun
negatif bir korelasyon gésterdigi belirtilmistir (94). PTEN’ nin PTEN
null prostat kanseri hiicrelerine transferinin Bcl-2 ekspresyonunda
azalmay1 indiikledigi ve bu etkisinde PTEN’ nin lipid fosfataz
fonksiyonuna gereksinim oldugu agiklanmistir. Bu etkinin AKT ve
CREB (cAMP Response Element-Binding Protein) aktivitelerini inhibe
etmek yolu ile oldugu ve Bel-2 ekspresyonunun baskilanmasi ile prostat
kanseri hiicrelerinde kemosensitivite saglandidi belirtilmistir. Bu sekilde

prostat kanseri hiicrelerindeki Bcl-2 onkogen asir1 ekspresyonunu
agiklamiglardir (94).

Prostat kanserine erken dénemde tani1 koyabilmenin tek yolu 40
yasgindan sonra her erkegin diizenli olarak yilda bir kez prostat
muayenesi ve PSA (prostate specific antigen) adi verilen kan tahlilini
yaptirmasi sonucu olmaktadir. Prostat kanseri erken dénemde makattan
yapilan prostat muayenesinde prostat igindeki sert alanlarin
hissedilmesiyle de yakalanabilmektedir. Prostat kanserlerinde tan1 amaglh
kullamilan markirlarin baginda PSA gelmesine ragmen, PSA her zaman
tamda yeterli olmamaktadir (95). Bu nedenle, tami giivenirliliginin
gelistirilmesi i¢in, yeni biyomarkirlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Prostat
kanseri ile ilgili oldugu diisiiniilen baz1 biiylime faktérleri, proliferasyon
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iliskili antijenler ve diger markirlarin yanisira prostat kanseri gelisimi
sirasinda negatif regiilasyona ugrayan farkli markirlar da mevcuttur. Bu
markirlar arasinda E-cadherin, CD44 ve KAIl gibi hiicre adhezyon
molekiilleri (96-100) ve p53, p27KIP1 gibi tiimdr siipressor genler (101-
103) en 6nemli olanlaridir. PTEN’ nin tiimor siipressor 6zelliginin yam
sira apoptozis, embriyonik gelisim, hiicre gd¢iinde rol almas1 ve PTEN
ekspresyonunun prostat basta olmak lizere akcier, meme, bdbrek ve

glioblastoma tiimorlerinde olduk¢a degisiklik gostermesi Onemini
olduk¢a artirmistir.
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MATERYAL VE METOD

Akdeniz Universitesi Uroloji Anabilim Dali’na bagvuran ve
prostat kanseri tamist konan hastalardan, radikal prostatektomi, TUR
(transurethral-resection) ya da TRUS (transrectal ultrasonography)
biyopsisi ile alinan 43 BPH ve 33 timér materyali Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali’ nda protein miktarlar tayin edildikten sonra
Western-Blot yontemi ile analiz edildi.

Calisma kapsamina alinan tiimdr, kontrol ve BPH materyalleri ile
yapilan ¢aligma sonucu gozlenen PTEN ekspresyon miktarlari, hastalarin
histopatolojik bulgular1 ve klinik evreleri ile kargilastirildi.

3.1. Protein Miktariin Tayin Edilmesi

3.1.1. Kullamilan Malzemeler :
Triton X-100 Tamponu :

e 200ml 0.5M NaF (Sodyumflorid) (Sigma),

e 50 ml IM Hepes (N-(2-hidroksietil) piperazin-N-(2-etan-
sulfonikasit)) (Sigma) ,

¢ 50ml3M NaCl (Sodyumkloriir) (Sigma),

e 2ml0.5M MgCl, (Magnezyumklorid) (Sigma),

e 4 ml 025 M EGTA (Etilenbis(oksietilennitrilo)tetraasetikasit)
(Sigma),

¢ 10 ml 0.1 M PMSF (Fenilmetansulfonilflorid) (Sigma),

¢ 10ml 0.1 M Na-O-Va (Sodyumortovanadat) (Sigma),

¢ 20ml 0.5M Pyrophos (Sigma),

e 10 mg/ml’ lik Leupeptin (Sigma)’ den 1 ml,

e 10 mg/ml’ lik Aprotinin (Sigma)’ den 1 ml,
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e 10mg/ml’ lik Pepstantin-A’ dan 100 pl,

100 ml % 10’ luk Gliserol,
12 ml Triton X-100

Triton X-100 tamponu, yukaridaki malzemelerin tiimiine son hacim 1L
olacak sekilde bidistile su ilavesi yapilarak hazirlandi.

Protein Assay Soliisyonu :
BioRad marka hazir solisyon 1/5 oraninda bidistile su ile

sulandinlda.

3.1.2. Protein Miktar Tayininde Kullanmilan Standart Grafik
Hazirlanmasi

0.1 gr BSA ( Bovine Serum Albumine ) tartilarak 10 ml bidistile su
icerisinde ¢6ziildii.

Bu ¢ozeltiden 1 ml alindi ve 9 ml bidistile su ile seyreltildi. Son

karisim igerisinden 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 15ul alinarak
ependorflara konuldu.

Herbir ependorf igerisine birer dakika ara ile 1ml protein assay
soliisyonu eklenerek bekletildi. Ilk drnegin bes dakikas1 doldugunda
daha dncesinde 595nm dalga boyunda protein assay soliisyonu ile

sifirlanan Shimatzu marka spektrofotometre kullanilarak absorbanslar
ol¢iildii.

Alnan sonuglar grafige aktarildi. Standart grafikte elde edilen dogru

yardimu ile absorbans degerine gore mikrolitredeki mikrogram protein
miktar1 saptandi.
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3.1.3. Protein Miktar Tayini

e Triton X-100 tamponu igerisinde saklanan tiimér materyalleri bistiiri

ve penset yardimu ile iyice pargalandiktan sonra el homojenizatérii ile
homojenize edildi.

e Pargalanmis dokular ependorf tiipiine alinarak 10.000 rpm’ de, 5
dakika santrifiij edildi.

e Santrifllj sonunda dokelti temiz bir ependorf tiipiine alindi.
e Herbir 6megin dokeltisinden 1pl ependorflara alindi.

e Dokeltiler lizerine birer dakika ara ile 1ml protein assay soliisyonu
eklenerek bekletildi. Ilk ©megin bes dakikasi doldugunda daha

oncesinde 595nm dalga boyunda protein assay soliisyonu ile
sifirlanan spektrofotometre kullanilarak absorbanslar 6l¢iildii.

e Elde edilen absorbans degerleri, standart grafigin yardimi ile

orneklerin mikrolitresindeki mikrogram protein miktarinin tayininde
kullanildi.

3.2. Western-Blot

Timér materyallerine Western-Blot teknigi uygulanarak PTEN
ekspresyon seviyesi belirlendi.

3.2.1. Jelin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, ayrisma ve yiikleme kisimlarindan olusan iki fazh
akrilamid jel kullamlds.
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3.2.1.1 Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Ayrisma Jeli Tamponu ( Resolving Buffer );

Son konsantrasyon 1.5 M olacak sekilde 90.75 gr Tris-Base
(Sigma) tartilarak 500 ml bidistile suda qﬁiﬁldﬁ. Soliisyonun pH’ s1, HCl
kullanilarak, 8.8’ e ayarland..

Yiikleme Jeli Tamponu ( Stacking Buffer );
Son konsantrasyon 0.5 M olacak sekilde 30.25 gr Tris-Base

(Sigma) tartilarak 500 ml bidistile suda ¢6ziildii. Soliisyonun pH’ s1, HCI
kullanilarak, 6.8’ e ayarlandi.

%10’luk Sodyum Dodesil-siilfat (SDS);
10 gr SDS (Boehringer Mannheim) tartilarak 68 °C’ de 100 ml
bidistile su igerisinde ¢6ziildii. pH = 7.2’ ye ayarlandi.

%10’ luk Amonyum Persiilfat (APS);
1 gr APS tartilarak 10 ml bidistile su igerisinde ¢oziildi.
Hazirlanan soliisyon +4 °C’ de sakland.

Akrilamid/bis akrilamid (29:0.8);
29 gr akrilamid (Sigma) ve 0.8 gr bis akrilamid tartilarak 100 ml

bidistile suda ¢o6ziildii. Hazirlanan soliisyon aliiminyum folyo ile
sarilarak +4 °C’ de saklandi.

TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin);
Amonyum persiilfattan serbest radikaller olugmasini saglayarak

akrilamid ve bis akrilamidin polimerizasyonunu Kkatalizleyen hazir
soliisyon kullanildi.
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3.2.1.2. Jel Hazirlamak I¢in Gerekli Olan Kimyasal Miktarlar:
Ayrisma Jeli ;
% 7 lik ve %I10° luk olarak agagida verilen miktarlarin

kanistirilmast ile elde edildi.

Tablo 3.1. Ayrisma Jeli tamponlar1 ve miktarlan

%7 % 10
Su | 10 ml 7,7 ml
Resolving buffer 5 ml 5 ml
Akrilamid (29:0,8) | 4,7 ml 7 ml
% 10 SDS 0,2 ml 02 ml
% 10 APS 0,2 ml 02 ml
TEMED 20 A 20 A
Yiikleme Jeli (%5) ;

5 ml ve 10 m] olarak asagida verilen miktarlarin karistirilmasi ile
elde edildi.

Tabloe 3.2. Yiikleme Jeli tamponlar1 ve miktarlari

5 ml 10 mi
Su 3 ml 6 ml
Stacking buffer 1,25 ml 2,5 ml
Akrilamid (29:0,8) 0,625 ml 1,25 ml
% 10 SDS 50 A 100 A
% 10 APS 50 A 100 A
TEMED 5 A 10 A
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3.2.1.3. Islemler

o Jelin dokiilecegi camlar, iizerlerinde olabilecek partikiillerin jeli
bozmamasi ve proteinlerin diizgiin bir sekilde ylirlimesini saglamak
i¢in distile su ile yikand1 ve kurutuldu.

e Camlar hazir hale geldikten sonra 6n ve arka cam arasina ayirici
(spacer) yerlestirildi ve kenarlarindan sikigtirildi.

e Jelin sizintisim engellemek i¢in camlarin alt kismi bantlandi, iyice
sikigtirild: ve dikey olarak yerlestirildi.

e Aynsma jeli hezirlandi. TEMED eklendikten hemen sonra jel
kanstirilip camlar arasina iistten 1-1.5 cm kalacak sekilde dokiildii.
TEMED polimerizasyon baglangicinda énemli bir rol oynadigindan
karigima en son eklendi.

e Jelin hava ile temasim kesmek ve diizgiin donmasii saglamak igin
jelin iizerindeki bog birakilan kisma % 0.1’ lik SDS yavasg yavas
dokildil.

e Jel oda 1s1sinda yaklagik 30 dakika sonra dondu. Ust jel (yiikleme jeli)
hazirlandi. Alt jelin tizerindeki SDS bosaltilarak distile su ile yikandi.

e Ust jel, TEMED eklendikten hemen sonra hava kabarcig: kalmayacak
sekilde cam plaklarin kenarindan dokiildii. Ust jelin tarag) yine hava

kabarcig1 birakmayacak sekilde yerlestirildi.

e Ust jel oda 1sisinda tamamen donduktan sonra tarak gikartildi ve jel
artiklar temiz bir kagit pecete ile silindi.

e Camlarin altinda bulunan bant g¢ikartildi ve jel hemen elektroforez
tankina yerlestirildi.
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3.2.2. Elektroforez islemi
3.2.2.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

2X Yiikleme Boyas1 (Loading Dye);

1 ml Gliserol (Sigma), 3 ml % 10’ luk SDS, 1.25 ml 1M Tris, 0.5
ml B-merkaptoetanol (Sigma) karigtinldi ve pH: 6.7’ ye ayarlandi. 1.5
pgr Bromfenolblue tartilarak soliisyona eklendi. Hazirlanan karigim filtre
edildikten sonra ependorf tiiplerde —20 °C’ de saklandi.

10X Elektroforez Tamponu;

15 gr Tris-Base (Sigma) ve 94 gr Glisin (Sigma) tartilarak 850 ml
distile suda ¢6ziildii. Bu soliisyona, 50 ml %10’ luk SDS (Sigma) ilave
edildi. Son hacim 1L olacak sekilde bidistile su eklendi.

3.2.2.2 Elektroforeze Konacak Orneklerin Hazirlanmasi

Protein miktarlari tayin edilmis orneklerin dokeltisi -80 °C’ den
alimarak buz iceren bir kaba kondu.

e Ornekler ¢oziindiikten sonra otoklav edilmis ependorflara her
numuneden 100 pg proteine karsilik gelen miktar kadar ¢ekildi. Her
ependorfa 3-4 pl yiikleme boyasi pipetlendi.

o Hazirlanan ornekler 1-2 dakika kaynar suda bekletildi. Bu islem

esnasinda ependorf kapaklarinin agilmamasi igin etrafi parafilm ile
sarild1.

e Siire sonunda, yiiklemede kolaylik olmasi agisindan &rnekler 30
saniye 10.000 rpm’ de santrifijj edildi.
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3.2.2.3. Islemler

e Elektroforez tanki, elektroforez tamponu ile, kisa olan 6n camin iist
seviyesine kadar dolduruldu. Taragin olusturdugu kuyucuklarin
icerisine girebilecek bir pipet yardimi ile tampon pipetlenerek
kuyucuklar temizlendi.

e Daha 6nce protein konsantrasyonu hesaplanmis drneklerden alinip
yiikleme boyasi ile kanigtirildi.

e Ilk kuyucuga molekiil agirliklar bilinen proteinlerden olusan markir
pipetlendikten sonra diger kuyucuklara da érnekler yiiklendi.

¢ Orneklerin yiiklenmesi tamamlandiktan sonra akim 80 V’ a 50 mA

ayarlandi. Proteinler ayrigma jeline ulagtiginda akim 110 V’ a ve
yaklagik 60 mA yiikseltildi.

e Yiikleme boyasi jelden ¢iktifinda elektroforez sona erdirildi. Bu siire
yaklasik 3-4 saat kadar siirdii.

e Once camlar arasmdaki spacer’ lar ardindan camlar jel iizerinden
alindi.

e Yiikleme jeli kesilerek atildi.

* Proteinleri igeren ayirma jeli protein transfer tamponuna konuldu. Bu
agsamadan sonra jel, proteinlerin membrana transferi i¢in hazir hale
geldi.
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3.2.3. Elektroforez Jelinin Membrana Aktarilmasi

3.2.3.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

1X Protein Transfer Tamponu;
3.75 gr Glisin ve 7.25 gr Tris-Base tartilarak 800 ml distile suda

¢Oziildti. 200 m]l Metanol eklenerek son hacim 1L’ ye esitlendi.

Metanol (Merck);

Transfer sirasinda membranin sismesi ve yapisan proteinlerin

korunabilmesi i¢in gereklidir. Hazir soliisyon.

3.2.3.2. Islemler

Polivinildifluorid (PVDF) membran metanol ile 1slatildi.

Sandvi¢ aparatinin arasina gelecek sekilde en alta, transfer tamponu
ile doyurulmus siinger konuldu.

Stingerin izerine yine transfer tamponu ile doyurulan transfer kagid:
(Whatmann 3MM olabilir) konuldu.

Transfer kagidinin iizerine jel yerlestirildi. Diiz, cam bir silindir, hava
kabarciklarini uzaklagtirmak amaci ile jelin izerinden gegirildi.

Jel lizerine metanol ile 1slatilan PVDF membran yerlestirildi ve yine
silindir ile Gizerinden gegildi.

Uzerine bir adet daha transfer tamponu ile doyurulan transfer kagid
kondu ve silindir ile {izerinden gegildi.

Son olarak lizerine transfer tamponu ile doyurulan bir siinger daha
konuldu ve sandvig aparat {izerinden sikistirilarak kapatildi.

38



e Hazirlanan sandvig, jelin anot tarafinda ve membranin katot tarafinda
olmasina dikkat edilerek elektroforez tankina yerlestirildi. Tank
protein transfer tamponu ile dolduruldu.

e Bir gece +4 °C’ de 40 V’ ta ve yaklasik 75mA’ de yiiriitlildii.

e Sabah akim kesildikten sonra sandvi¢ tanktan cikartildi ve bdylece
membran antikor ile isaretlemeye hazir hale getirildi.

3.2.4. Membranlarin Antikor ile Isaretlenmesi

3.2.4.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

% 0.1 PBST ( Phosphate-Buffered Saline / Tween-20 );

1X PBS i¢in; 8 gr NaCl (Merck), 0.2 gr KCl (Merck), 1.44 gr
Na,HPO, (Merck), ve 0.24 gr KH,PO, (Merck), tartilarak 800 ml
distile su igerisinde ¢oziildii. Soliisyonun pH’ s1, HC1 kullamilarak, 6.8’ e
ayarlandi. Son hacim 1L olacak gekilde distile su eklendi.

Hazirlanan PBS igerisine 1ml /L olacak sekilde 1 ml Tween-20
eklendi.

% 5’ lik Siit Tozu Cozeltisi (Bloklama Cozeltisi);
5 gr yagsiz siit tozu tartilarak PBST igerisinde ¢oziildii. Son hacim

100 ml olacak sekilde PBST eklendi. 15 dakika manyetik karistiricida
karistirildi.

PTEN cu-mouse Primer Antikoru;
Hazir olarak alinan Santa Cruz marka antikor +4 °C’ de saklanda.

GAPDH (Glyceraldehyde-3-PDH)a-mouse Primer Antikoru;
Hazir olarak alinan Santa Cruz marka antikor +4 °C’ de saklandi.
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HRP (Horse,Radish Proxydase) a-mouse Sekonder Antikoru;
Hazir olarak alinan Santa Cruz marka antikor +4 °C’ de sakland.

ECL (Enhanced Chemiluminescence);
ECL-1 ve ECL-2 olmak iizere hazir alinan Amersham marka
kromojenik soliisyon +4 °C’ de saklandi.

3.2.4.2 Islemler

e Membran, distile su ile iyice temizlenmis petri kabina alindi
Membranin yiizeyini 6rtecek sekilde bloklama ¢ozeltisi ilave edilerek
2 saat Heidolf UNIMAX 1010 marka calkalayici tizerinde yaklagik
120 rpm’ de c¢alkalanmas:1 saglandi. Bu sekilde proteinlerin
baglanmamis oldugu bolgeler kapatilmus oldu.

o Bloklama islemi bittikten sonra ¢6zelti dokiildii. Primer antikor
bloklama tamponu igerisinde diliie edildi ve membran yaklagik 3 saat
hafifce ¢alkalayici iizerinde ¢alkalandi. Antikorun 6zgiilliigiine gore

diliisyon orani 1/1000 ile 1/20.000 arasinda degismektedir (PTEN;
1/3000, GAPDH; 1/20.000).

e Siire sonunda antikoru igeren ¢6zelti dokiildii ve membran 15 dakika
ara ile 3 kez PBST ile hafifce calkalamaya birakildi. Béylece zayif

olarak baglanan ya da baglanamamig antikorlar membran tiizerinden
temizlendi.

e Yikama islemi bittikten sonra PBST ortamdan uzaklastirildi ve enzim
igaretli sekonder antikor yine bloklama tamponu igerisinde 1/10.000
olacak sekilde diliie edilerek membran 1 saat ¢alkalandi.

e 1 saat sonunda tekrar PBST ile 15 dakika ara ile 3 kez yikama iglemi
yapildi.

40



Yikama islemi sonunda membranlar pens yardim ile yikama
soliisyonu icerisinden alind1 ve tizerindeki soliisyonu temiz bir kagit
peceteye emdirildi.

Membranlar hizli bir sekilde temiz ve.diizgiin bir ylizeye yerlestirildi.
Uzerine 1:1 oraninda karistinlan ECL-1 ve ECL-2 tlim ylizeyi
kaplayacak sekilde yayildi.

Membranlar ECL ile yaklagik 1 dakika bekletildi.

Siirenin sonunda membran iizerindeki ECL temiz bir kagit pegeteye
emdirildi ve membranlar streg film {izerine yerlestirildi

Hizli bir sekilde membranin iizeri de streg film ile kaplandiktan sonra
membran film kasetinin i¢erisine bantlandh.

Bundan sonra hizli bir gekilde karanlik oda igerisinde fotograf filmi
membran {izerine yerlestirildi. 5-10 dakika beklendi ve film banyo
makinasinda banyo edildi.
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BULGULAR

Akdeniz Universitesi Uroloji Anabilim Dali’'nda prostat kanseri
tanis1 konmus hastalarda patolojik evre ve Gleason skoru Patoloji
Anabilim Dali tarafindan belirlendi. BPH, organa sinirli (OSPKa) ve ileri
evre prostat kanseri (IEPKa) materyallerindeki PTEN ekspresyon diizeyi

ise Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda Western-Blot yéntemi
ile belirlendi.

Olgularin 18’1 ileri evre prostat kanseri, 15’1 organa sinirli prostat
kanseri ve 43’1 BPH hastasi idi. 10 adet kontrol 6regi ise organa sinirli
prostat kanseri olgularindan radikal prostatektomi ile patolojik bulgusu
olmayan bdlgeden temin edildi. Tiimorlerin klinik evreleri i¢in TNM
siniflandirma sistemi kullamldi. Ileri evre prostat kanseri olgularimn
patolojik degerlendirmesi sonuglarinda, 15 olgunun pT3aK+ (tiimoriin
prostatik kapsiil disgina uzanmasi), 2 olgunun pT4aK+ (tiimdriin prostat
disinda diger komsu dokulara uzanmasi) ve 1 olgunun T3aK+N+ (lenf
nod metastazi) oldugu saptandi (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.1. Organa sinirh prostat kanserli tiimér materyallerinin klinik
siniflandirilmasi ve PTEN ekspresyon diizeyi :

Orgama § Yas | PSA | Patolojik | Gleason | PTEN miktarinda || Niiks | Takip

Smirh : Evre Skoru azalma (%) |
1 54 | 615 | pI2 6 40 - | 12ay
2 68 | 247 | p12 | 4 34 - | llay
3 61 | 14 | pT2 5 71 - I1tay
4 69 | 1255 | p12 7 49 - | 6ay
5 63 | 5,09 p12 7 69 - 10 ay
6 58 | 6,0 pT2 5 87 - | 1lay
7 58 159 pT2 4 38 - 11 ay
8 55 | 874 | pI2 5 85 - | 10ay
9 59 | 539 | pm2 4 45 - | 6ay
10 | 54 | 178 [ pr2 7 68 .
11 70 | 9,0 pT2 7 52 o
12 65 | 138 | pI2 4 78 - | 12ay
13 64 | 52 pT2 7 73 - | 2ay
14 75 | 524 pT2 9 67 - 18 ay
15 73 | 135 | pI2 8 60 - | 24y

Tablo 4.2. Ileri evre prostat kanseri materyallerinin klinik siruflandirilmalari, PTEN
ekspresyon diizeyleri ve hormon duyarliliklar

leri Yas §| PSA Evre Gleason PTEN miktarinda | Hormon | Hormon
Eve Skor azalma (%) Duyarh { Direngli
PKa

1 69 11,5 T4a K+ 9 95 +

2 73 6,5 T3a K+ 8 90

3 63 | 403 | T3aK+ 9 94

4 68 173,8 | T3aK+ 9 97
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5 75 | 426 | T3ak+ 7 86 +
6 82 | 652 | T3ak+ 6 78

7 74 | 234 | T3ak+ 8 88

8 75 1 20,0 | T3ak+ 7 85

9 68 | 805 | T3aKk+ 7 97.

10 | 77 | 300 | T3ak+ 9 97 +
11 70 § 200 [ T3a 7 80

K+N+

12 70 | 46,0 | T3aK+ 7 86 +
13 75 | 30,0 | T3aK+ 7 84

14 | 78 | 352 | T3ak+ 8 67 +
15 | 74 | 162 | T3ak+ 9 85 | +
16 72 | 150 | T4aK+ 6 77 1 +
17 72 | 169 | T3akK+ 8 80 +
18 81 | 400 | T3aK+ 9 97

Tablo 4.3. BPH materyallerinin klinik degerleri ve PTEN ekspresyon miktarlari:

BPH Yas PSA Patoloji PTEN Boyut cc
miktarinda
azalma (%)
1 62 1,9 BPH 96 43
2 67 14,5 BPH 96 45
3 54 1,9 BPH 47 40
4 61 0,83 BPH 35 51
5 56 3,28 BPH 60 73
6 56 17,2 BPH 29 40
7 62 5,99 BPH 63 47
8 62 0,8 BPH 1 27
9 66 2,56 BPH 90 75
10 56 0,48 BPH 95 28,5
11 71 7,41 BPH 60 94
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12 78 6,86 BPH }1 33 58,6
13 72 13,4 "BPH 70 60
14 65 2,89 BPH 0 32
15 64 0,58 BPH 32 26,5
16 75 77,1 BPH 41 90
17 75 3,6 BPH 0 46
18 57 15,42 BPH 94 135
19 51 8,8 BPH 55 46,5
20 66 2,58 BPH . 81 46
21 72 5,19 BPH 89 74
22 73 5,82 BPH 37 28
23 67 5,8 BPH 68 40
24 75 10,4 BPH 60 133
25 63 34,0 BPH 58 110
26 76 0,67 BPH 49 248
27 56 5,28 BPH 60 36
28 63 4,7 BPH 61 64
29 75 15,0 BPH 62 80
30 69 4,97 BPH 72 50
31 58 721 BPH 87 90
32 65 2,89 BPH 59 32
33 72 7,12 BPH 21 88
34 53 14,7 BPH 26 57,3
35 76 13,4 BPH 73 65
36 63 8,09 BPH 49 123
37 72 1,78 BPH 54 40
38 64 1,99 BPH 71 24
39 69 4,49 BPH 64 16,5
40 70 5,0 BPH 82 45
41 82 4,23 BPH 79 32
42 64 8,44 BPH 86 45
43 75 427 BPH 50 40
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Organa simurli prostat kanseri ve ileri evre prostat kanseri
hastalarindan temin edilen tiimor materyalleri, Gleason skoru degerleri
dikkate alinarak sekil 4.1.A’ daki gibi degerlendirildi. Ileri evre prostat
kanseri Orneklerinin (n=18) analizi ile elde edilen Gleason skoru
degerleri ortalama 7.8 (+/- 0.2) ng/ml iken organa sumrh prostat kanseri
olgulardaki (n=15) ortalama 5.93 (+/- 0.4) ng/ml olarak bulundu. Ileri
evre prostat kanseri olgulari hormon terapisine duyarlilik gbz Oniine
alinarak iki alt gruba ayrild. Hormona direngli ve hormona duyarli
prostat kanseri olgularimin Gleason skoru degerleri arasinda istatiksel
olarak anlamli bir sonug bulunamad: (Sekil 4.1.B).
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Sekil 4.1, Prostat dokusunun histo-patolojik analizi :
A; Organa simirl (n=15) ve ileri evre (n=18) prostat kanserlerinin Gleason
degerlerinin karsilagtiilmasi. B; Hormon duyarh (n=6) ve hormon
direngli (n=12) ileri evre prostat kanseri hastalarinda ortalama Gleason
degeri kargilastiriimasi.
* p<0.05

Prostat kanserinin ilerlemesinde prognostik faktér olarak
kullanilan serum PSA diizeyi ile yapilan analizlerin sonucunda BPH
hastalarinda serum PSA seviyesinin ortalamasi 8.5 (+/- 1.9) ng/m] olarak
bulundu. Bununla beraber organa simirli prostat kanseri hastalan (13.8
+/- 3.1 ng/ml) ve ileri evre proStat kanseri olgular1 (94 +/- 32.6 ng/ml)
serum PSA diizeyi bakimindan &nemli olglide artig gosterdi (Sekil
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4.2.A). Ileri evre prostat kanseri olgularmin detaylandirilarak yapilan
analizi sonucunda hormona direngli grubun (101 +/- 38 ng/ml) hormona
duyarli gruptan (15.2 +/- 4.4 ng/ml) daha yiiksek serum PSA diizeyine
sahip oldugunun belirlenmesine ragmen bu sonug istatiksel olarak
anlamli bulunmadi (Sekil-2B).
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BPH OSPKa  IEPKa Hormon Duyarh Hormon Direngli
Tiimor Evresi IEPK Alt Gruplar

Sekil 4.2. Serum PSA miktar analizi :
A; BPH (n=43), organa siurh (n=15) ve ileri evre (n=18) prostat
kanserlerinin ortalama PSA diizeyleri. B; Ileri evre prostat kanseri alt
gruplari igin ortalama PSA diizeyleri.
* p<0.05

BPH, organa sinirli ve ileri evre prostat kanseri hasta gruplarinda
PTEN ekspresyon seviyeleri bakimindan farklilik olup olmadigini
belirlemek amaci ile Western-Blot yontemi uygulandi. Western-Blot
sonuglar1 alindiktan sonra dansitometrik analizlerin yapilmasinda
kullamlan NIH (National Institute of Health) Image tabanh bir program
olan Scion Image yardim ile her bir hasta i¢in PTEN ekspresyon diizeyi
kontrol -grubuna orantilanarak hesaplandi. Bu ¢alisma sonucunda BPH
hasta grubu 6rneklerinde ortalama % 58 azalma tespit edilirken, organa
siurlt prostat kanseri olgularinda ortalama % 61 azalma bulundu (Sekil
43.A ve B). lleri evre prostat kanseri dokularinda ise bu oran daha
ylksek ve yaklasik % 86 olarak saptandi (Sekil 4.3.C).
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(OSPKa) (IEPKa)

SEKIL 4.3. BPH (A), organa simurh (B) ve ileri evre (C) prostat kanseri
materyallerinin = Western Blot analizi. Ust panel PTEN
ekspresyonunu, alt panel internal kontrol olarak  GAPDH
ekspresyonunu gostermektedir.

% kontrol rnek

Western Blot sonuglarinin dansitometrik analizleri sonucunda
organa sinirli prostat kanseri olgular1 ile BPH olgular1 arasinda PTEN
ekspresyonu bakimindan istatiksel olarak anlamli bir sonu¢ olmadig:
saptand1 (Sekil 4.4.A). Bununla beraber ileri evre prostat kanseri
olgularinda yapilan dansitometrik analizler diger iki gruba oranla
istatiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.4.A). ileri evre prostat kanseri
olgularmin iki alt grubunda PTEN ekspresyonu dikkate alinarak yapilan
analiz bulgularinda, hormon direngli ve hormon duyarli gruplarin
birbirlerine benzer sonuglar verdigi gézlendi (Sekil 4.4.B).
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SEKIL 4.4. PTEN ekspresyon profilleri :
BPH (n=43), organa smrh (n=15) ve ileri evre (n=18) prostat
kanserlerinde PTEN ekspresyonundaki azalma yiizde olarak sekil-A da
gosterilmigtir. B; Ileri evre prostat kanseri alt gruplaninda PTEN
ekspresyonundaki ortalama % azalmanin karsllastlnlmaél.
* p<0.01
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TARTISMA VE SONUCLAR

Prostat kanseri, genetik olarak heterojen bir tiimér olup molekiiler
patolojisi  olduk¢a komplekstir. Prostat kanserinin molekiiler
mekanizmasinda tiimor genetigi, hiicre sinyalizasyonu, apoptozis,
anjinogenezis ve immiin sistem rol oynamaktadir. Bugiine kadar prostat
kanserinin  gelisiminin  anlagilmas1  i¢in  biiylime  faktorleri,
proliferasyonla iligkili antijenler, bazi tiimér siipressdr genler ve bazi
adhezyon molekiilleri gibi birgok molekiiler marker test edilmesine
ragmen bu markirlardan higbiri kendi basina kullamldifinda tiimériin
biyolojik davramigt hakkinda yeterli bilgiyi saglayamamistir.
Mekanizmanin tamamen anlagilmasi, prostat kanserinin tedavisinde
kullanilabilecek yeni yontemlerin belirlenmesini saglayacaktir (104).
Son yillarda prostat kanserinin patogenezinde apoptozis mekanizmasina
ve tiimor slipressdr genlere olan ilgi oldukea artmistir. Bu nedenle yeni
tamimlanmig olan tlimoér stipressér PTEN geninin prostat kanserinde

prognostik markir olarak kullamlma fikri, aragtirmacilar i¢in oldukga
6nem tagimaktadir (89,105).

PTEN ekspresyonu ile prostat kanserinin gelisimi arasinda bir
iliskinin olup olmadiginin belirlenmesi igin 43 BPH’ 11, 15 organa sinirh
ve 18 ileri evre prostat kanserli olmak {izere toplam 76 hastanin serum
PSA diizeyi, histopatolojik degerlendirmesi (patolojik evre ve Gleason
skoru) yapilarak PTEN ekspresyon diizeyi ile karsilagtirildi.

Daha onceki yapilan ¢aligmalar prostat kanserinin biyolojik
davranigini tahmin etmede Gleason skorunun en etkili prognostik markir
oldugunu gostermigtir (106,107). Gleason skoru yiikseldikge tiimoriin
agresifligi de artmaktadir (108,109). Caligmamizda Gleason skoru
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agisindan ileri evre prostat kanseri olgulari ile organa sirli prostat
kanseri olgulan arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur
(Sekil 4.1.A). Ortalama Gleason skoru bakimindan hormon duyarli ve
hormon direngli ileri evre prostat kanserli olgular arasinda istatiksel
olarak anlamli bir sonug¢ bulunamamstir (Sekil 4.1.B). Hormon duyarh
ve hormon direngli ileri evre prostat kanserli olgular ile iligkili
bulgularimiz literatiirle kargilastirildiginda Benaim ve arkadaglarinin
yapti§1 calisma ile ¢elismektedir. Bu aragtumacilara goére yalmzca
androjen-bagimsiz prostat kanserinin ilerlemesi yiiksek Gleason Skor
degeri ile korelasyon gostermektedir (110).

Calismamizda ikinci bir prognostik markir olarak prostat kanserli
her olguda serum PSA dﬁzéyi tespit edilmistir. BPH olgulan igin
ortalama PSA seviyesi 8.5(+/-1.9) ng/ml olarak tespit edilirken, organa
sinirlt prostat kanseri (13.8+/-3.1ng/ml) ve ileri evre prostat kanseri
(94+/-32.6ng/ml) olgularimin her ikisi serum PSA diizeyi bakimindan
onemli dl¢lide artig gostermistir (Sekil 4.2.A). Bu sonuglar, Xess A. ve
arkadaglarinin yaptifn ve prostat kanserinde PSA seviyesi ile klinik
evresi arasinda bir korelasyonun var oldugunu belirten ¢aligma ile
desteklenmektedir (111). Serum PSA diizeyinin tlimér evresinin
tahmininde her zaman giivenilir bir sonu¢ saglamadigi bilinmektedir
(112-114). Caligmamizda, BPH’ 11 olgularda PSA diizeyi 1 - 77 ng/ml,
organa sinirli prostat kanserli olgularda 5 — 50 ng/ml ve ileri evre prostat
kanseri olgularinda 4 — 400 ng/ml arasinda degistigi gosterilmistir. PSA
diizeyleri arasindaki bu yiiksek farktan dolay1 prostat kanserinin klinik
evresinin belirlenmesinde serum PSA diizeyi tek bagmna yetersiz
kalmaktadir. PSA diizeyi ile iligkili bu veriler literatiir bulgulan ile de
uyumludur (115). Bununla beraber ¢alismalarimizda hormon direngli
ileri evre prostat kanseri olgularimn (101+/-38ng/ml) hormon duyarh
ileri evre prostat kanseri olgularina (152+/-44ng/ml) oranla daha yiiksek
bir ortalama PSA diizeyi tespit edilmesine ragmen bu sonug istatiksel
agidan anlamli bulunmamistir (p=0,437) (Sekil 4.2.B).
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Calismamizda Gleason skoru ve PSA diizeyindeki tiim bu
degisiklikler g6z oniinde bulunduruldugunda, PTEN ekspresyonundaki
azalma (%86) ile ileri evre prostat kanseri arasinda negatif bir
korelasyon oldugu goriilmektedir. Literatiire bakildiginda McMenamin
ve arkadaslarinin yaptig1 galigma, ileri evre prostat kanserinde 7 ve daha
yiiksek Gleason Skor degerinin PTEN kaybi ile korele oldugunu
belirtilmekte ve bu sonug¢ bulgularimizi desteklemektedir (116). BPH ve
organa sinirlt prostat kanseri olgularinda ise PTEN ekspresyon diizeyi
bakimindan istatiksel bir farklilik gézlenmemistir. Bu nedenle PTEN
ekspresyonu ile prostat kanserinin ilerlemesi arasinda ters bir
korelasyonun varligi s6z konusudur.

Timdr siipressor olarak tanimlanan PTEN geninin tiriind, tirozin
fosfataz 6zelliginin yani sira lipid fosfataz aktivitesi de gosterilmis bir
proteindir (34). PTEN’ in PI3K yolu iizerinden lipid fosfataz
aktivitesinin hiicre biiyiimesi ve apoptozisin diizenlenmesinde oldukg¢a
onemli oldugu bilinmektedir (47,67,117,118). Apoptozis ve hiicre
biiyiimesinde lipid fosfataz aktivitesinin kullanilmas: diginda, PTEN’ nin
protein tirozin fosfataz aktivitesi ile hiicre adezyonu, migrasyonu ve
invazyonunda rol aldif belirtilmektedir (70,73,119). Bu g¢aligmalardan,
PTEN’ in sadece hiicre bilyiimesini durdurmada énemli olmadig1, bunun
yaninda hiicre invazyonunda da 6nemli olabilecegi anlasiimaktadir. O
halde, prostat kanserinin gelisim siirecinde PTEN hangi rolii almaktadir?
Calismamizda BPH ve organa siurl prostat kanserli hastalarda PTEN
ekspresyonundaki azalma ortalama % 60 olarak tespit edildi. Bilindigi
tizere malign defisim siirecinde tiimor siipressdr genlerin negatif
regiilasyonu sayica artmakta olan hiicreler i¢in ortak bir mekanizmadir.
Bu nedenle yukarida bahsedilen durumlarda PTEN ekspresyonundaki
azalma siirpriz bir sonu¢ degildir. Tiim6r olusumunun erken evresinde
bazi hiicre topluluklari benign hiperplastik transformasyona ugrarken
bazilar1 malign bir degisim gecirmektedirler. Bizim galismamizda BPH
ve organa swmirlt prostat kanseri olgulari arasinda PTEN ekspresyon
seviyesi agisindan farkliligin olmamasina bagh olarak PTEN proteininin
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prostat kanseri gelisiminin karar siirecinde ¢6nemli olmadigim
sdyleyebiliriz. Diger yandan ileri evre prostat kanserli olgular PTEN
ekspresyon seviyesi bakimindan BPH ve organa siirh prostat kanseri
olgularma oranla istatiksel olarak anlamli bir fark gostermektedir.
Tamura M. ve arkadaglar1 yaptiklar1 molekiiler bir galigmada, PTEN’ in
hiicre invazyonunun kontroliinde gorev aldifim belirtmislerdir (70).
Hwang P.H. ve arkadaglarimin yapti1 ¢alismada ise bir hayvan akciger
metastaz modelinde PTEN’ in yiiksek olasilikla metastaz olusumunu
kontrol ettigi gosterilmistir (120). Tiim bu sonuglar ile beraber
bulgularimiz kiyaslanirsa PTEN’ in organa sinirli prostat kanserinden

ileri evre prostat kanserine gecisin kontroliinde rol oynayabilecegini
sOyleyebiliriz.

Son yillarda prostat kanserinde erken taniya yonelik yapilan
¢alismalarin artmasina ragmen tani konulup tedavi edilen hasta sayisi
genelde %20’ yi gegmemektedir. Klinik evre, Gleason skoru ve serum
PSA diizeyi gibi bilinen prognostik markirlar, kanserin biyolojik
davramsi hakkinda detayh bilgi vermemektedir. Tedavi segeneklerinden
biri olan radikal prostatektomi, organa sinirli prostat kanserinde oldukg¢a
sik tercih edilen bir yéntem olmasina ramen prostat kanserinin klinik
olarak tamimlanamayan mikrometastazlarda oldugu gibi sistemik bir
hastalik haline déniistiigii durumlarda kullanilmamaktadir. Bu bilgiler
dahilinde prostat kanserinde tan1 giivenirliliginin gelistirilmesi ve tedavi
segeneklerinin artirilmasi igin yeni biyomarkirlara ihtiyag duyulmaktadir.

Bulgularimiz, prostat kanserinin gelisimi ile PTEN ekspresyonu
arasinda negatif bir korelasyonun var oldugunu gostermektedir. PTEN
ekspresyonunun belirlenmesi, metastazin geligebilecegi hastalarin
tespitinde yol gosterici olabilir (89,121). Bu nedenle , serum PSA diizeyi
ve Gleason skoru ile birlikte PTEN ekspresyon miktarinin da markir
olarak tespit edilmesi, prostat kanserinin molekiiler patogenezinin
belirlenmesi ve prostat kanserine karsi yeni tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesi agisindan yararh olacag: kanisindayiz.
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Ileri evre prostat kanserinde PTEN ekspresyonundaki (%86) azalis
PTEN’ nin prostat kanserindeki ©Onemini artirmaktadir. Prostat
kanserinin ileri evrelerininde PTEN protein diizeyinde meydana gelen bu
degisiklikler PTEN teraﬁinin kullamlabilecegini giindeme getirmigtir.
Timor silipressér PTEN’ nin yiiksek miktardaki bu kaybi telafi
edilebilirse kanser gelisiminin durdurulmasinda 6nemli olabilecegi
diisiincesindeyiz. PTEN’ nin Bcl-2 ekspresyonunu baskilayarak PTEN-
mutant prostat kanseri hiicrelerinde kemoterapotiklere olan duyarlilig:
artirdify gosterilmigtir (94). Dolayisiyla prostat kanserinde kullanilacak
olan PTEN terapi, hiicrelerin kemoterapotik ajanlara karsi olan
duyarhlifini artirabilir. Yine bir tiimor siipressér gen olan ve prostat
kanserinde PTEN gibi kayba ugrayan p53, PTEN ve p53’ ten yoksun
hiicrelere PTEN ile beraber verilerek kombine etkiler olusturulabilir. Bu
sekilde PTEN’ nin, prostat kanseri prognozundaki olas: énemi daha iyi
anlagilabilir. Bu nedenle benzer c¢aligmalar diinyanin degisik
bolgelerinde, genis hasta populasyonlarinda yapilmas: gerekir.
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